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Propósito: 
Oebido a que no se conocen los efectos del mercurio sobre líneas celulares de origen renal, en este 
trabajo enfocamos nuestro interés hacia la garacterización de alteraciones morfológicas y funcionales 
inducidas por el cloruro mercúrico (HgClí) en células OK. 
Método de Estudio: 
Evaluamos la respuesta de células OK tratadas con dosis variables de HgCI? durante diferentes 
tiempos de incubación, mediante pruebas de función rritocondrisl y análisis morfológicos utilizando 
microscopía de luz, microscopía electrónica de transmisión y microscopía confocal. 
Dosis de 1 y 10 pM de HgCl2 incrementaron la actividad del sistema mitocondrial succinato letrazolio 
reductasa, así como el contenido Intracelular de ATP, sin inducir alteraciones morfológicas. Con dosis de 
15 gM disminuyó la actividad mitocondrial y el contenido endógeno de ATP. Al microscopio de luz, en los 
cultivos incubados con esta dosis, las células se redondearon, presentaron abundantes vacuolas y se 
desprendieron las monocapas. Los cambios ultraestructura les íueron: dispersión de los ribosomas, 
dilatación de las cisternas del retículo endoplásmico rugoso, aumento en el número de vacuolas 
citoplásmicas, condensación de la cromatina, invaginaciones de la membrana interna de la envoltura 
nuclear, cuerpos de inclusión citoplasmáticos, cuerpos apoptósicos y alteraciones en el tamaño y la 
morfología de las mitocondrias. Mediante microscopía confocal pudimos establecer cambios cualitativos 
inducidos por mercurio sobre el potencial de membrana mitocondrial. La disipación del potencial no se 
observó a tiempos cortos a esta misma dosis, ni tampoco con las dcsis de 1 y 10 pM en todos los tiempos 
analizados. 
Conclusiones: 
A la dosis de 1 y 10 pM de HgCl2 se estimula la actividad de deshidrogenasas mitocondriales y la 
producción endógena de ATP, pero no se observan cambios morfológicos mediante microscopía de luz, 
microscopía electrónica de transmisión y microscopía confocal. Con dosis de 15 pM de HgCl2 se afectan 
notablemente la función mitocondrial, así como la morfología y la ultraestructura de las células OK. 
Contribuciones: 
El presente trabajo contribuye al conocimiento de los efectos sobre la ultraestructura y fisiología 
mitocondrial. asimismo en la morfología celular inducidos por cloruro mercúrico on lineas celulares de 
origen renal. Además, el modelo que hemos empleado podría ser utilizado para evaluar el efecto de éste y 
otros metales pesados en diversos cultivos, para estudiar el fenómeno de hormesis y también en la 
investigación de nuevos agentes quelantes o de otros compuestos de interés terapéutico y/o toxicológico. 
Resultados: 
CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 
1.1 Aspectos Generales de los Metales Pesados. 
De los 106 elementos de la tabla periódica, 80 son considerados como 
metales; muchos de ellos son necesarios para que puedan ocurrir procesos 
fisiológicos normales en los seres vivos, pero otros, como comentamos más 
adelante son tóxicos per se (Hughes, 1996). Aún aquellos metales que son 
considerados esenciales pueden resultar tóxicos cuando su concentración 
intracelular es excesiva. Entre los 80 metales conocidos, existen 40 que tienen 
pesos específicos mayores de 5 g/cm3, los cuales son definidos como "metales 
pesados" y se encuentran principalmente en forma dispersa en formaciones 
rocosas, pero también en el medio ambiente (Hughes, 1996). 
Los seres humanos hemos estado expuestos a los metales pesados 
desde tiempos remotos. No obstante, en las últimas décadas se ha 
incrementado tanto el empleo de estos metales tóxicos y de sus compuestos, 
que hemos llegado al punto en el cual las sociedades dependen de ellos para el 
adecuado funcionamiento de casi todos sus procesos industriales. Esto ha 
ocasionado que los metales pesados sean abundantes en el agua, aire y suelo 
y que debido al potencial carcinogénico que se les ha atribuido, representen 
una verdadera amenaza para la salud (ATSDR, 1999). 
Los metales entran al cuerpo principalmente a través de la vía digestiva y 
respiratoria, mientras que la orina es la principal ruta de eliminación, aunque 
pueden ser excretados directamente hacia la luz del tracto digestivo a través de 
la mucosa intestinal. La circulación entero hepática de algunos compuestos 
metálicos orgánicos (por ejemplo metil mercurio) favorece que se incremente la 
vida media de este tipo de compuestos (Hughes, 1996). 
Los metales pesados son redistribuidos naturalmente en el medio 
ambiente a través de ciclos biológicos y geológicos. Los ciclos biológicos 
incluyen bioconcentración por plantas y animales, así como su incorporación en 
las cadenas alimenticias. Actualmente, las cantidades de metales pesados 
emitidas de manera natural a la atmósfera, cuerpos de agua y suelos, han sido 
sobrepasadas por el ciclo antropogénico, como ocurre en el caso particular del 
mercurio (Klaassen, 1996). 
Entre los metales pesados más conocidos, por sus aplicaciones y sus 
múltiples efectos tóxicos en los seres humanos y los animales se encuentran el 
mercurio, el plomo, el cadmio y el metaloide arsénico. La importancia 
toxicológica de algunos metales menos conocidos, tales como el indio y el galio 
podría verse incrementada con nuevas aplicaciones en terapia antitumoral, 
microelectrónica y otras tecnologías (Klaassen, 1996). 
Por ser el mercurio el objeto de esta tesis, a continuación se describen 
algunos aspectos relevantes de este metal. 
1.2 Mercurio: Una Amenaza para la Salud 
Aunque no se le conoce algún efecto benéfico para la fisiología humana, 
se ha estimado que un ser humano con un peso promedio de 70 kg, tiene una 
cantidad equivalente a 13 mg de mercurio en su cuerpo (Pier, 1975). El 
mercurio es un elemento muy reactivo y produce sus efectos tóxicos al unirse a 
grupos sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo y fosforilo presentes en diversas 
moléculas o compuestos. Se encuentra ampliamente distribuido como 
contaminante ambiental e industrial. En humanos, se pueden encontrar niveles 
elevados de mercurio en la piel, las uñas, el pelo y los ríñones. Las fuentes de 
exposición más importantes para los seres humanos son: (a) las amalgamas 
dentales, (b) los productos farmacéuticos, (c) los cosméticos y (d) los alimentos, 
principalmente pescado contaminado con mercurio (Eley, 1997). 
En el medio ambiente se pueden encontrar tres formas químicas, cada 
una con propiedades de solubilidad, reacción química y toxicidad características 
(Clarkson, 2002). El mercurio elemental se libera hacia el medio ambiente a 
través de la evaporación de la corteza terrestre y de los océanos, así como por 
la quema de combustibles fósiles (ATSDR, 1999). Los compuestos inorgánicos 
mercurosos (calomel) y las sales mercúricas se han empleado desde siglos 
pasados con fines medicinales y como detonadores en explosivos, 
respectivamente. Por otra parte, ciertos microorganismos que habitan en ríos y 
arroyos son capaces de biometilar los iones mercúricos para formar especies 
de mercurio orgánico, incluyendo metil, etil yfenil mercurio (Klaasen, 1990). 
La exposición ocupacional juega un papel muy importante, sobre todo en 
ciudades altamente industrializadas. Todas las formas del metal se acumulan 
en distintos órganos, pero preferentemente en el riflón (WHO, 1991). La 
exposición a concentraciones elevadas de mercurio metálico, orgánico o 
inorgánico pueden dañar permanentemente los ríñones, el cerebro y alterar el 
desarrollo fetal. Los efectos sobre la función cerebral pueden resultar en 
irritabilidad, temblores, alteraciones en la visión, el oído y problemas de 
memoria. También pueden presentarse daño hepático, náuseas, vómito, 
diarrea, aumento de la presión sanguínea y del ritmo cardiaco (ATSDR, 1999). 
Aunque no existen datos suficientes sobre inducción de cáncer, el cloruro 
mercúrico propicia la aparición de diferentes tipos de tumores en ratas y ratones 
y el metil mercurio ha producido tumores en ríñones de ratones machos. En 
base a datos epidemiológicos y experimentales actualmente disponibles, la 
Agencia Estadounidense para la Protección del Ambiente (EPA) ha 
determinado que los compuestos de cloruro mercúrico y metil mercurio son 
posibles carcinógenos para los seres humanos (ATSDR, 1999). 
1.3 Mecanismos de Toxicidad del Mercurio 
Se ha propuesto que el principal mecanismo de toxicidad del mercurio es 
su elevada afinidad hacia grupos sulfhidrilo presentes en ciertas proteínas 
(Clarkson 1972, Hughes 1957; Passow y cois,, 1961). Debido a que las 
proteínas se encuentran tanto en los organelos como en el citoplasma y en las 
membranas celulares, y porque los grupos sulfhidrilo son muy importantes en la 
estructura y función de la mayoría de estas proteínas, los blancos específicos 
del mercurio no se han establecido del todo. Sin embargo, se ha propuesto que 
ocurre inactivación de enzimas, de proteínas estructurales y de procesos de 
transporte (Bulger 1986), así como alteraciones en la permeabilidad de la 
membrana plasmática por la formación de mercáptidos (Sahaphong y Trump 
1971). 
En los ríñones, la toxicidad del mercurio se relaciona cor su acumulación 
en los túbulos proxímales y con su unión intracelular a grupos sulfhidrilo, 
carboxilo y tosforilo (Klaassen, 1996). Los resultados de estas interacciones son 
la inactivación de enzimas e inhibición de la síntesis de proteínas (Bohets y 
cois., 1995). También se ha observado inhibición de la multiplicación celular, 
disminución en la incorporación de uridina y timidina, rompimiento de cadena 
sencilla en el DNA y muerte celular, (Nakazawa y cois., 1975). 
El mercurio altera el contenido intracelular de grupas tiol y de esta 
manera, induce estrés oxidativo, peroxidación de lípidos, disfunción mitocondrial 
y cambios en el metabolismo del hemo (Zalups y Lash 1994). 
Se ha demostrado que el mercurio puede ocasionar despolarización de la 
membrana mitocondrial interna, con un aumento en la formación de peróxido de 
hidrógeno. Este evento se ha relacionado con la disminución de glutatión y 
oxidación de nucleótidos inducidas por mercurio, lo cual da lugar a un estado de 
estrés oxidativo que se caracteriza por aumento en la susceptibilidad de la 
membrana mitocondrial hacia la peroxidación de lípidos (Lund y cois., 1993). 
Estos mismos autores han propuesto que las alteraciones en la homeostasis 
mitocondrial del calcio inducidas por mercurio pueden exacerbar el estrés 
oxidativo inducido en células renales. Las etapas entre la unión a grupos tiol y la 
disfunción o daño celular no han sido elucidadas, sin embargo, existen algunas 
teorías. Por ejemplo, Fowler (1993) sugiere que después de la entrada del 
mercurio o metíl mercurio hacia las células de los túbulos proxímales, por 
mecanismos de transporte a través de la membrana basolateral o de la 
membrana en borde de cepillo, ocurre una interacción con compuestos que 
poseen grupos tíol. Esta interacción produce alteraciones en la permeabilidad 
de la membrana celular hacia iones calcio e inhibe la función de las 
mitocondrias. Posiblemente después, a través de mecanismos de señalización 
desconocidos, el mercurio induce la síntesis de glutatión, metalotioneina y 
proteínas de estrés (Fowler, 1993). Sin embargo, debido a que la exposición a 
mercurio disminuye los mecanismos celulares de defensa contra el estrés 
oxidativo (superóxido dismutasa, catalasa y peroxidasa), se piensa que en los 
ríñones, el daño epitelial ocurre como resultado de un aumento en la formación 
de radicales libres y peroxidación de lípidos (Gstraunthaler y cois., 1983). Por el 
contrario, en las mitocondrias ocurre disminución del glutatión, lo cual favorece 
un aumento de peróxido de hidrógeno en la membrana mitocondrial interna 
(Lund y cois., 1991) y puede contribuir al aceleramiento en el recambio de 
potasio y magnesio que ha sido observado a este nivel (Humes y Weinberg 
1983). Se ha propuesto que el fallo renal agudo que resulta de la exposición a 
mercurio es debido principalmente a la disminución en la reabsorción de cloro y 
sodio en los túbulos proxímales y a un aumento en la concentración de éstos. 
Otros autores han demostrado que el mercurio inhibe una amplia 
variedad de enzimas. Sekowski y colaboradores (1997) utilizaron un complejo 
multiprotéico de células humanas al cual denominaron "sintetosoma de DNA" 
para evaluar in vitro los efectos del cloruro mercúrico sobre la replicación y 
síntesis de DNA mediada por este compleja. De acuerdo con los autores, el 
sintetosoma de DNA proporciona un ambiente altamente organizado para que 
ocurra la replicación de DNA y al mismo tiempo, permite identificar el 
mecanismo o el sitio donde ocurre el efecto mediado por mercurio. Los 
resultados de este grupo demostraron que la actividad de replicación y de 
polimerización del DNA, asi como la fidelidad del sintetosoma fueron inhibidos 
específicamente por Hg2* a concentraciones fisiológicas; según los autores de 
este trabajo, los iones mercúricos inhiben la etapa de elongación durante la 
replicación del DNA. 
1.4 Mitocondrias: Blanco Celular del Mercurio 
El mercurio es un agente nefrotóxico bien caracterizado, el cual causa 
/ 
daño a las células de los túbulos contorneados proximales (Fowler y Woods, 
1977). Numerosos estudios, tanto in vitro como ¡n vivo, han demostrado que las 
mitocondrias representan el blanco más sensible de los efectos de este metal, 
el cual se manifiesta principalmente como hinchamiento de estos arganelos 
(Fowler y Woods, 1977), disminución de la fosforilación oxidativa (Southard y 
Nitisewojo, 1973) y abatimiento de la síntesis de ATP (Nieminem y cois., 1990). 
Como es bien sabido, las mitocondrias son organelos muy importantes 
para la fisiología celular. Además de su conocida función en la producción de 
energía (ATP), participan en el metabolismo de la urea, de los carbohidratos y 
en la biosíntesis del grupo hemo (Squibb y Fowler, 1991). La relevancia 
fisiológica de estos organelos ha aumentado debido a que se ha establecido 
que la concentración intracelular de ATP, así como la expresión de ciertas 
proteínas mítocondríales están involucradas directamente en los procesos de 
muerte celular por necrosis y apoptosis (Nicotera y cois., 1998; Kuwana y 
Newmeyer, 2003). Por otra parte, cuando las mitocondrias son afectadas por 
algún agente tóxico las células pueden entrar en estrés o incluso morir, debido 
a que, como se ha mencionado, las mitocondrias son las responsables de la 
producción de energía en las células. El efecto del mercurio sobre las 
mitocondrias ha sido descrito por varios grupos de investigadores (Weinberg y 
cois., 1982, Lund y cois., 1993, Königsberg y cois., 2001, Araragi y cois., 2003, 
Stacchiottiycols., 2003). 
1.5 Alteraciones Ultraestructurales Inducidas por Mercurio 
Diversos investigadores han asociado cambios morfológicos y 
ultraestructurales en células intoxicadas con metales pesados (Pfaller y cois., 
1990, Bizarro y cois., 2003). Dentro del riñon, el principal blanca del mercurio es 
la pars recta (segmento S3) de los túbulos proximales, principalmente en la 
región donde se unen la corteza y la médula externa (Stacchiotti y cois., 2003). 
La presencia de cambios morfológicos tubulares inducidos por HgCh ha sido 
documentada in vivo (Rumbeiha y cois., 2000), e in vitro, tanto en túbulos 
proximales aislados (Fowler, 1972) como en cultivos de células provenientes del 
epitelio tubular renal (Duncan-Achanzar y cois., 1996), A pesar de que existen 
numerosos estudios, la patogénesis de la nefrotoxicidad inducida por mercurio, 
así como las alteraciones ultraestructurales inducidas por dosis variables del 
metal no han sido establecidas. 
Como resultado de una búsqueda exhaustiva de reportes acerca de los 
efectos sobre la ultraestructura celular inducidos por los metales pesados, 
particularmente por mercurio, a continuación describimos los hallazgos 
publicados por distintos grupos de investigadores. 
Uno de los trabajos más detallados al respecto es el que publicaron 
Gritzka y Trump en 1968, quienes emplearon ratas Sprague Dawley y eligieron 
para su estudio diferentes tiempos de exposición y 2 dosis de HgCh: 4 y 16 mg 
por kg de peso. 
Con 4 mg de HgCI2 por kg de peso y tiempos de exposición de 3 y 6 h se 
observaron cambios muy sutiles y similares en ambos grupos a nivel del epitelio 
tubular renal. Un hallazgo interesante fue que los cambios observados no 
fueron uniformes, pues mientras que algunas células mostraban diferentes tipos 
de alteraciones, sus vecinas presentaban apariencia normal. Los núcleos 
permanecieron sin cambios, excepto porque ocasionalmente se observaron 
zonas focales densas en el nucléolo. El citoplasma se observó hinchado y 
menos denso que en la mayoría de las células normales. En algunas células, 
las mitocondrias perdieron sus granulos de la matriz. El retículo endoplásmico 
rugoso presentó dilatación de las cisternas, pérdida de ribosomas y dispersión 
de los mismos por todo el citoplasma, mientras que el retículo endoplásmico liso 
mostró aumento en el número y tamaño de las cisternas. A las 12 y 24 h se 
observaron cambios similares entre los dos grupos, sin embargo, a las 24 h, 
todas las células de la pars recta habían experimentado necrosis. En las células 
necróticas de 12 h, las membranas celulares presentaron puntos de distorsión y 
ruptura. En el lado apical, las microvellosidades estaban casi completamente 
ausentes y la membrana plasmática tenia un contorno simple, difícilmente se 
pudieron evidenciar los complejos de unión intercelular. Muchas células 
perdieron su configuración columnar, volviéndose esféricas y perdiendo 
contacto con la membrana basal. Los núcleos de las células necróticas a las 12 
h de exposición a HgCb mostraron una agregación muy marcada de la 
cromatina. A las 24 h se observó ruptura de la envoltura nuclear, los 
componentes del nucleoplasma tenían apariencia floculenta y estaban 
distribuidos al azar. En el citoplasma de una misma célula se podían observar 
áreas muy densas o diluidas, probablemente debido a condensación de 
proteínas cito plasmáticas. En las células menos dañadas las mitocondrias 
tenían apariencia normal, sin embargo, en la mayoría de los casos se 
observaron muy hinchadas y con depósitos amorfas y densos en la matriz 
(agregados densos), con frecuencia, el espacio ¡ntracrístico estaba agrandado y 
la matriz aparecía más condensada. A las 24 h también se observó gran 
variabilidad en los cambios de las mitocondrias, pero la magnitud de las 
alteraciones fue mayor. En las mitocondrias más dañadas la matriz estaba muy 
hinchada y los depósitos denso-amorfos fueron de mayor tamaño. En todas las 
mitocondrias el número de crestas disminuyó. El retículo endoplásmico mostró 
cambios diversos, tanto a las 12 como a las 24 h. Hubo proliferación y 
fragmentación del retículo endoplásmico liso. El número de ribosomas 
disminuyó marcadamente a las 12 h, mientras que a las 24 h desaparecieron; 
debido a esto último, no se pudieron identificar las cisternas del retículo 
endoplásmico. A las 24 h, se presentaron depósitos de microcristales en 
algunas mitocondrias y los restos de crestas se identificaron como perfiles 
tubulares membranosos dentro de la matriz, en algunas mitocondrias se 
observaron figuras similares a mielina. 
Con la dosis de 16 mg de mercurio por kg de peso, los cambios 
ultraestructurales fueron similares a los observados con 4 mg, excepto por un 
desarrollo más rápido y calcificación más prominente. Los cambios más 
interesantes fueron en las mitocondrias; en las células menos afectadas la 
matriz aparecía hinchada, con pérdida de sus granulos. No obstante, en la 
mayoría de las mitocondrias el daño fue más severo y se caracterizó por 
agregados floculentos y depósitos microcristalinos, así como hinchamiento y 
pérdida de los gránulos en la matriz. Las membranas y crestas mitocondríales 
estaban distorsionadas debido al hinchamiento de la matriz. 
Por otro lado, Goyer y Krall (1969) estudiaron los cambios 
ultraestructurales que se presentan en mitocondrias aisladas de ríñones de 
ratas intoxicadas con plomo durante ensayos controlados de respiración celular 
in vitro. Estos autores reportaron que las mitocondrias se transformaron de una 
conformación ultraestructural condensada (después de la intoxicación con 
plomo) a una conformación ortodoxa luego de unos minutos en presencia de 
piruvato-malato como sustrato de la respiración. Muchas mitocondrias no 
cambiaron de la forma condensada a la forma ortodoxa y degeneraron 
rápidamente. Los autores propusieron que los cambios observados pueden ser 
debidos a los efectos nocivos del plomo sobre la cadena respiratoria y sobre un 
aumento en la labilidad de las membranas de las mitocondrias, las cuales 
experimentan degradación posterior. 
En 1972, Fowler estudió los efectos de la exposición crónica (84-112 
días) a metil mercurio (2.0 ppm) sobre la pars recta de los túbulos renales de 
ratas. Los cambios ultraestructurales fueron limitados a los túbulos proximales y 
consistieron en aumento del retículo endoplásmico liso y degeneración de las 
mitocondrias, seguidos de muerte celular. 
En otro estudio, Ganóte y cois., (1974) investigaron la secuencia de 
cambios morfológicos inducidos en los ríñones de ratas inyectadas con 1mg de 
HgCI2 por kg de peso. Ellos encontraron que las alteraciones morfológicas 
iniciales (8 h después de la intoxicación con mercurio) consistieron en pérdida 
de las membranas con borde de cepillo, dispersión de ribosomas y agregados 
citoplasmáticos de membranas provenientes del retículo endoplásmico liso, 
aparición de vacuolas y cuerpos densos amorfos en el citoplasma, así como 
agregación de la cromatina en el núcleo. En etapas tardías ocurrió 
hinchamiento celular acompañado de ruptura de la membrana plasmática y 
cambios mitocondríales que en conjunto caracterizaron el inicio de eventos de 
necrosis. A este tiempo, las mitocondrias contenían granulos densos en la 
matriz y un material amorfo que se asoció con la presencia de calcio. 
Desnoyers y Chang (1975) analizaron los cambios ultra estructural es 
producidos en hepatocitos de ratas intoxicadas con 10 mg de metil mercurio por 
kg de peso. A las 5 h, se observaron dilataciones en las cisternas del retículo 
endoplásmico rugoso, ondulación de las membranas de las mitocondrias y 
acumulación ocasional de lípidos. A las 24 h se observaron áreas focales con 
material amorfo producto de degradación citoplásmica. Las mitocondrias 
mostraron cambios prominentes a las 48 h, tales como hinchamiento de la 
matriz con pérdida de sus gránulos, asi como rompimiento de la membrana 
externa y pérdida de las crestas, dando como resultado la presencia de cuerpos 
floculen tos rodeados por una sola membrana que fueron vistos con frecuencia a 
este tiempo experimental. Sin embargo, en algunas mitocondrias con 
hinchamiento masivo se observaron crestas desplazadas hacia la periferia y 
anormalmente acortadas, pero sin granulos en la matriz. Otro hallazgo 
importante fue la presencia cuerpos autofágicos que contenían organelos 
citoplásmicos degenerados o en procesos de degeneración. 
Por otra parte. Fowler y Woods (1977) analizaron los cambios 
morfológicos en mitocondrias aisladas de ratas intoxicadas crónicamente (6 
semanas) con dosis variables de metil mercurio. En los animales control, las 
mitocondrias estaban alargadas y las crestas tenían un arreglo regular, sin 
embargo, en las ratas tratadas con 5 y 10 ppm de metil mercurio observaron 
hinchamiento in situ de las mitocondrias presentes en las células de los túbulos 
proximales, con crestas distorsionadas; estos efectos fueron más notables en 
los segmentos S2 y S3 de los túbulos proximales. Las alteraciones en la 
ultraestructura mitocondrial se relacionaron, mediante estudias bioquímicos, con 
pérdida de la función de enzimas involucradas en el metabolismo de las 
mitocondrias, tales como citocromo oxidasa, mono-a mino oxidasa, 
deshidrogenasa málica y ALA sintetasa, así como alteración en los niveles de 
porfirinas urinarias. 
Otros investigadores han empleado modelos menos convencionales para 
estudiar los efectos de los metales pesados sobre la ultraestructura celular. Por 
ejemplo Gullvag y cois., {1978) utilizaron los hígados de codornices a las cuales 
alimentaron con 0.8 ppm de metil mercurio adicionado durante 6 semanas en 
sus dietas. Sus hallazgos fueron, presencia de mitocondrias hinchadas, 
dilataciones del retículo endoplásmico liso, pérdida de ribosomas del retículo 
endoplásmico rugoso y aumento en el número de vesículas citoplásmicas. 
Rao y cois., (1989) utilizaron patos para estudiar los cambios 
ultraestructurales inducidos en los riñones por efecto de mezclas de metil 
mercurio, plomo y cadmio. Las células de los túbulos proximales acumularon 
gotas de lípidos, observaron además cuerpos lisosomales y vacuolas unidas a 
la membrana celular. Los cambios observados se caracterizaron por 
acumulación de gotas de lípidos, aumento de lisosomas, mitocondrias 
hinchadas, lisosomas con organelos en proceso de degeneración, vacuolas con 
estructuras similares a mielina y vacuolas unidas a la membrana celular. 
Christensen y cois., (1993) estudiaron el efecto del metil mercurio en 
cultivos de macrófagos peritoneales de ratón. Luego de 24 h de intoxicación con 
dosis menores de 10 pM de metil mercurio, no se observaron cambios 
morfológicos comparados con los controles sin tratar, A concentraciones 
mayores de 10 pM, se observó el citoplasma condensado por la presencia de 
abundantes lisosomas y retículo endoplásmico rugoso. En algunas células, la 
membrana celular se desintegró y fue difícil establecer la presencia de 
estructuras cito plásmicas. A tiempos mayores de exposición (3 a 8 dias), los 
cambios morfológicos asociados con toxicidad y muerte celular fueron más 
frecuentes, hasta llegar a un momento en que todas las células se volvieron 
picnóticas. 
Más recientemente, Bucio y cois., (1995), estudiaron la toxicidad del 
mercurio y del cadmio sobre una línea celular establecida de hepatocitos 
humanos. En lo que respecta al mercurio, utilizaron concentraciones de 0.5 y 5 
pM de HgClí durante 24 h (dosis aguda baja y alta respectivamente) y 5 pM de 
HgCh durante 7 días (dosis crónica). De acuerdo con sus hallazgos, en la dosis 
aguda baja, el citoplasma se observó vacuolado y con estructuras 
aparentemente formadas por microtúbulos, mientras que las mitocondrias 
perdieron sus crestas. A la dosis aguda alta se observó acortamiento de las 
microvellosidades, vacuolización del citoplasma, disminución del retículo 
endoplásmico rugoso, aumento en el número de ribosomas libres, pérdida de 
las contactos intercelulares y tabulaciones e indentaciores del núcleo. La 
exposición de los hepatocitos a la dosis crónica indujo pérdida y acortamiento 
de las microvellosidades, cambios en la electrodensidad de la matriz 
mitocondrial y espacios vacíos en los sitios donde antes había retículo 
endoplásmico rugoso. 
Rumbeiha y cois., (2000) utilizaron ratones a los que intoxicaron con 1.75 
mg HgCl2 por kg de peso, además de lipopolisacárido de Escherichia coli. A 
nivel ultraestructural, los cambios consistieron en pérdida de las 
microvellosidades apicales, aumento en el número de lisasomas secundarios y 
de gotas de lípidos, presencia de mítocondrias hinchadas, edema basal y 
dilatación de las membranas del retículo endoplásmico liso. 
Utilizando el modelo de hepatocitos humanos, Königsberg y cois., (2001), 
encontraron cambios ultraestructurales inducidos por HgCI2 a dosis de 5 pM, los 
cuales se relacionaron con un arreglo atípico de la cromatina. Las mitocondrias 
estaban alargadas y su membrana dispersa. A mayores aumentos observaron 
que existe daño a la membrana plasmática, que se perdieron los pliegues de la 
membrana mitocondrial interna y que las membranas internas que conforman el 
retículo endoplásmico y aparato de Golgi se dispersaron por el citoplasma. 
En un modelo experimental con delfines Wang y Pfeiffer (2001), 
realizaron uno de los primeros estudios ultraestructurales acerca de células 
renales de cetáceos expuestas a mercurio in vitro. Sus hallazgos demostraron 
la presencia de mitocondrias y retículo endoplásmico rugoso dilatados, cuerpos 
densos en tas mitocondrias y pequeños granulos esféricos muy electrodensos 
en el citoplasma, además de vacuolas citoplásmicas y figuras de mielina. Los 
cambios nucleares que observaron consistieron en cariolisis, protuberancias 
nucleares y fragmentación del nucléolo, 
En otro estudio reciente, Stacchiotti y cois., (2003) intoxicaron ratas 
Sprague Dawley durante 24 h con 2 dosis subletales de HgCI2 y establecieron 
que los cambios observados se relacionan directamente con la dosis de 
mercurio dentro de los túbulos proximales. El grupo de ratas que recibió 1 mg 
de HgCl2 por kg de peso mostró alteraciones representadas por rompimiento de 
las microvellosidades, abundantes cuerpos lisosomales, mitocondrias 
hinchadas, vacuolización del citoplasma y figuras de mielina. También se 
observaron cambios nucleares tales como cromatolisis y desorganización 
parcial del nucléolo. Los animales que fueron intoxicados con 3.5 mg de HgClz 
presentaron tanto apoptosis, como necrosis nuclear, daño en las membranas 
basolaterales y de borde de cepillo, mitocondrias anormales con las crestas casi 
totalmente destruidas y poli-ribosomas libres. El nucléolo se desorganizó por 
completo y su componente denso-fibrilar fue escaso, aunque en ocasiones se 
observó un cuerpo enrollado semejante a una inclusión, separado del nucléolo y 
casi continuo con la cromatina marginal. 
1.6Células OK (Opossum Kidney) como Modelo de Estudio 
La linea celular que empleamos en este trabajo se seleccionó tomando 
en cuenta el hecho de que por su actividad fisiológica, el riñon, en particular la 
porción proximal de los túbulos renales, representan el blanco más sensible 
para evaluar el efecto del mercurio y otros agentes nefrotóxicos. Las células OK 
se aislaron originalmente a partir del riñon de la zarigüeya americana Didelphys 
virginiana (Koyama y cois., 1978); se consideran como un sistema modelo de 
túbulos proximales debido a la considerable similitud de sus procesos de 
transporte de solutos, tal como ocurre in vivo (Malstróm y cois., 1987). Estas 
células poseen propiedades altamente diferenciadas tales como una cadena 
hormonal completa de señales de transducción para la inhibición de la toma de 
fosfato por la hormona paratiroidea (Malstrom y cois., 1988). En cultivo 
desarrollan una organización polarizada, crecen formando monocapas 
confluentes y desarrollan domos sobre soportes permeables, (Handler, 1986). 
Otras características que presentan son el transporte de hexosas, aminoácidos, 
fosfato inorgánico y la presencia de receptores para la hormona paratiroidea 
(Tertelbaum y Strewler, 1984). También permiten el intercambio de iones, así 
como el transporte de fosfato acoplado a sodio. En cultivo, el lado apical queda 
expuesto al medio de cultivo y es equivalente al lado luminal del epitelio tubular 
¡n vivo, pero al mismo tiempo queda accesible a diversos sustratos, en tanto 
que la membrana basolateral se orienta hacia el material de soporte (Malstrom 
y Murrer, 1986). 
1.7 Justificación 
La intoxicación por metales pesados representa un problema importante de 
salud pública. El mercurio es un metal pesado que debido a las aplicaciones 
que tiene en diversas industrias se ha convertido en un contaminante frecuente, 
pero además representa un serio riesgo a la salud de los seres humanos y de 
los animales. 
Se han realizado numerosos estudios morfológicos, ultra estructurales y 
fisiológicos en células de animales intoxicados con dosis milimolares de HgCIz. 
Sin embargo, las alteraciones morfológicas y funcionales que son inducidas por 
mercurio no han sido del todo establecidas, no se conocen las dosis mínimas 
de mercurio capaces de causar estos daños al ser aplicadas directamente 
sobre las células y además, existen muy pocos estudios al respecto en los 
cuales se hayan empleado lineas celulares de riñon, el cual constituye el 
órgano blanco de este metal. 
El modelo in vitro que empleamos en este trabajo ofrece la posibilidad de 
realizar estudios muy detallados desde el punto de vista morfológico, 
ultraestructural y fisiológico para estudiar los mecanismos de acción del metal. 
Además, una vez caracterizado, será muy útil para analizar el efecto de nuevos 
quelantes que sean útiles para el tratamiento de la intoxicación por mercurio. 
Por estos motivos, para este trabajo utilizamos una línea celular representativa 
de los túbulos proximales renales para caracterizar los efectos del mercurio 
sobre la ultraestructura y función mitocondrial in vitro. 
Hipótesis y Objetivo General 
1.8 Hipótesis 
Las células OK representan un modelo de estudio adecuado para 
caracterizar el daño en la ultraestructura y función mitocondrial inducido por 
cloruro mercúrico (HgCfc) y para conocer los tiempos y dosis en los que ocurren 
los cambios morfológicos y fisiológicos por intoxicación con mercurio en este 
modelo experimental. 
1.9 Objetivo General 
Analizar el efecto de dosis mi ero mol a res de HgCb sobre la actividad 
funcional y sobre la ultraestructura de células OK, con énfasis en las 
mitocondrias. 
\ 
1.10 Objetivos Específicos 
1. Estudiar el efecto del mercurio sobre la actividad de deshidrogenasas 
mitocon dría les en función de la reducción de una sal de tetrazolio 
(ensayo de reducción del MTT). 
2. Analizar el efecto del mercurio sobre el contenido intracelular de ATP. 
3. Analizar mediante microscopía de luz con contraste de fase los cambios 
morfológicos inducidos por mercurio. 
4. Estudiar mediante microscopía electrónica de transmisión los cambios 
ultraestructurales que se presentan en células QK intoxicadas con 
mercurio, con énfasis en las mítocondrias. 
5. Determinar medíante microscopía confocal los cambios inducidas por 
mercurio en el patrón de tinción del colorante afín a mítocondrias, 
MitoTracker Red. 
CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 Material Biológico 
Se utilizó la línea de células OK (Opossum Kidney). ATCC 1840-CRL de 
la American Type Culture Collection {ATCC, Rockville, MD, EUA), entre los 
pasajes 80 a 100. Fueron cultivadas en medio esencial mínimo de Eagle (Gibco 
BRL, Ufe Technologies, Inc. Grand Island N.Y.), suplementado con 10% de 
suero fetal de bovino e incubadas a 37°C, en atmósfera húmeda con 5% de 
C02 . 
2. 2 Origen de los Reactivos 
De AGFA Corporation (Rídgefield Park, NJ, USA): Película fotográfica AGFA 
Pan APX 25 
De Bio Whittaker (Rockland, ME, USA): Kit ViaLight® HS para cuantificación de 
ATP. 
De Eastman Kodak Company (Rochester, NY, USA): Papel para impresión 
fotográfica Kodabrome II RC-F2. 
De GIBCO BRL Laboratories (Grand Island NY, USA): Medio Esencial Mínimo 
de Eagle, Suero fetal de bovina. 
De Molecular Probes (Eugene, OR, USA): Mitotracker® Red CMXH2Ros. 
De Sigma Chemical Company (Saint Louis, MO, USA): Acido clorhídrico, 
Alcohol etílico absoluto, alcohol isopropílico, Bicarbonato de sodio, Cloruro de 
calcio, Cloruro de magnesio, Cloruro mercúrico, Cloruro de potasio Cloruro de 
sodio, Dodecil sulfato de sodio. Fosfato monobásico de potasio, Fosfato 
dibásico de potasio, Glucosa, Hidróxido de sodio, Hidróxido de potasio, MTT 
(Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Penicilina, PMS 
(Metasulfato de Fenazina), Rojo de fenol, Sulfato de estreptomicina, Sulfato de 
magnesio. 
De Ted Pella Inc. (Redding, CA, USA): Acetato de uranilo, Cacodilato de sodio, 
Citrato de plomo, Formaldehído, Resina Spur, Tetraóxido de osmio. 
2.3 Equipo 
Agitador magnético 
Balanza analítica 
Baño de agua 
Campana de flujo laminar 
Centrifuga con control de temperatura 
Congelador (-20 °C) 
Incubadora para cultivo celular con flujo regulable de CO2 
Lector de microplacas 
Lu minó metro 
Microscopio confocal 
Microscopio de luz con campo claro y contraste de fase 
Microscopio electrónico de transmisión 
Microscopio estereoscópico 
Microscopio Invertido 
Potenciómetro 
Refrigerador 
Tanque de nitrógeno líquido 
Ultracongelador (-80 °C) 
2.4 Métodos 
El origen de los reactivos y equipo de laboratorio que se utilizaron en el 
presente trabajo se detalla en los apartados 2.2 y 2.3 de este capitulo. La 
preparación de las soluciones de trabajo se describe en el Apéndice. 
2.4.1 Mantenimiento de la Línea Celular 
Para el mantenimiento de rutina de los cultivos, las células OK se 
sembraron en botellas de poliostireno para cultivo (Corning Incorpor&ted, New 
York, USA) con un área de 25 cm2. Se utilizaron inóculos de 10,000 células/ml. 
Los cultivos se incubaron a 37CC en atmósfera húmeda y 5% de CO2 hasta que 
las células formaron una monocapa confluente; entonces, a partir de un cultivo 
fuente de inoculo, se subcultivaron tres botellas bajo condiciones de esterilidad 
de acuerdo con el protocolo que se detalla a continuación: 
1.- Se retiró el medio de cultivo utilizando vacío. 
2.- Se agregaron 0.5-1.0 mi de tripsina al 0.25%. 
3.- Se incubó por 10-20 min a 37°C hasta que se desprendieron las células. 
4.- Las células fueron resuspendídas utilizando medio de cultivo completo y se 
colocaron en un tubo estéril. 
5.- Se lavó la botella con medio de cultivo, este volumen se colocó también en 
el tubo con ias células. 
6.- Se centrifugó a 1000 rpm por 10 min. 
7.- Utilizando vacio, se eliminó el sobrenadante que contenía tripsina. 
8.- Se resuspendió la pastilla celular utilizando 3 mi de medio basal y se 
centrifugó nuevamente como en el paso 6. 
9.- Se eliminó el sobrenadante. 
10.-Se resuspendió el paquete de células en 5 mi de medio de cultivo completo. 
11.-Se tomó una alícuota y se contaron las células utilizando una cámara de 
Neubauer (American OpticaI, Scientific Instruments, New York, USA). 
12.- Se sembraran 10,000 células/ml en botellas de cultivo nuevas y se 
agregaron a cada una 5 mi de medio de cultivo completo 
13.- Se incubaron las botellas de cultivo dejando los tapones flojos, a 37°C en 
atmósfera húmeda y 5% de CO2 
2.4.2 Intoxicación de las células OK con HgCfe 
Monocapas confluentes de células OK, cultivadas en microplacas de 96 
pozos, fueron incubadas por tiempos y dosis variables con cloruro mercúrico 
como se describe a continuación: 
1. Se sembraron 2 x1o4 células/pozo de una microplaca de 96 pozos. 
2. Se incubó la microplaca a 37 DC en atmósfera húmeda y 5% de C0 2 hasta 
que se formó una monocapa confluente. 
3. Se incubaron las células en presencia de 0 , 1 , 1 0 y 15 pM of HgCI2durante 1, 
3, 6 y 9 h. 
4. Se procesaron según las necesidades experimentales, ya sea para realizar 
pruebas funcionales o análisis morfológicos, de acuerdo a como se describe en 
los apartados correspondientes. 
2.4.3 Ensayo de Reducción del MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolio) 
Este ensayo se fundamenta en el hecho de que las mitocondrias intactas 
de células viables reducen la sal amarilla del colorante tetrazolio (MTT) y lo 
transforman en un compuesto insoluble de color azul (formazán). La cantidad 
de formazán producido es directamente proporcional a la actividad de 
deshidrogenasas mitocondriales, (a cual se relaciona con la viabilidad celular 
(Mosmann, 1983). Bajo nuestras condiciones experimentales, el ensayo se 
realizó de la siguiente manera: 
1.- Se sembraron 2 x 104 células en cada uno de los pozos de una microplaca 
de poliestireno de 96 pozos y se incubaron a 37°C con 5% de CO2 y atmósfera 
húmeda, hasta que formaron una monocapa confluente. 
2 - Se eliminó el medio de cultivo y se sustituyó por 200 pl de medio de cultivo 
que contenía las diferentes concentraciones de HgC^ (0 ,1 ,10 y 15 ¿//W). 
3,- Las microplacas fueron incubadas durante 1, 3, 6 y 9 h a 37'C con 5% de 
CO2 y atmósfera húmeda. 
4 - Se decantó el medio con mercurio y se lavaron dos veces los pozos con 200 
pl de PBS. 
5,- Se agregaron a cada pozo 200 pl de una mezcla 5:1 de MTT y de PMS, 
respectivamente. 
6- Las microplacas fueron incubadas a 37CC por 75 min. 
7.- Se decantaron los reactivos y se lavaron los pozos con PBS. 
8.- Se agregaron 200 pl de alcohol isopropílico acidificado. 
9.- Las microplacas se dejaron reposar por 15 min a temperatura ambiente y el 
alcohol fue resuspendido vigorosamente utilizando una pipeta de repetición. 
10.- Se colocó el sobrenadante en una placa nueva y se leyó la absorbancia a 
570 nm en un lector de microplacas. 
2.4.4 Análisis del Contenido Intracelular de ATP 
Para este ensayo se utilizó el Kit Via Light HS de Bio Whittaker 
(Rockland, ME, USA). Se siguieron las indicaciones del fabricante, de acuerdo 
con la técnica que se detalla a continuación: 
Se sembraron 2 x 104 células en un volumen de 100 pl de medio 
completo en cada uno de los pozos de una micro placa de poliestireno de 96 
pozos. Las microplacas se incubaron por 12 h para que las células formaran 
una monocapa. Una vez formadas las monocapas, se les retiró el medio de 
cultivo y se trataron con 0, 1,10 y 15 pM de HgCfc disueltos en 100 pl de medio 
durante 1, 3, 6 y 9 h. Después de estos tiempos de incubación, se les 
adicionaron a cada pozo 100 pl de "reactivo liberador de nuclóotido" y se 
incubaron a temperatura ambiente por 30 min. Posterior a la incubación se 
transfirieron 180 pl a una placa nueva y se adicionaron 20 pl de "reactivo para 
monitorear ATP". Se incubó la microplaca por 10 min a temperatura ambiente y 
se leyó en un luminómetro Spectra Max 340 (Molecular Devices Corporation. 
Sunnyvale CA). Los resultados se expresaron como unidades relativas de luz; 
se considera que la intensidad de la luz emitida se relaciona directamente con 
la concentración intracelular de ATP. 
2.4.5 Microscopía Confocal y Tinción con Mitotracker® Red 
Para el análisis al microscopio confocal se realizó lo siguiente: 
1. Se sembraron 30 x 103 células sobre cubreobjetos de vidrio de 1.5 mm de 
grosor, colocados previamente en los pozos de una microplaca de 6 pozos. 
2. Se incubó la microplaca a 37aC en atmósfera húmeda y 5% de COz hasta 
alcanzar aproximadamente el 75% de confluencia. 
3. Los cultivos se incubaron durante 1, 3, 6 y 9 h en presencia de 0, 1, 10 y 15 
pM de HgCI2. 
4. Después de cada tiempo experimental, se retiraron los tratamientos y se 
lavaron las células con PBS. 
5. Se Incubaron a 37°C por 30 min con una solución 200 nM de MitoTracker 
Red CMXH2Ros (Molecular Probes. Eugene OR, USA) en medio de cultivo. 
9. Se realizaron dos lavados con amortiguador de Dulbecco. 
7. Se fijaron con formaldehído al 4% por 20 min a temperatura ambiente. 
8. Se realizaron tres lavados con amortiguador de Dulbecco y se montó cada 
cubreobjeto sobre un portaobjetos empleando medio de montaje para muestras 
fluorescentes y se sellaron utilizando barniz de unas. 
9. Las preparaciones se observaron utilizando un microscopio confocal marca 
Leica modela TCS-4D y el software SCANWARE versión 5.1 b. 
2.4.6 Microscopía de Luz con Contraste de Fase 
Para este análisis, las células tratadas o no con mercurio, fueron 
visualizadas directamente sobre las botellas de cultivo utilizando un microscopio 
invertido marca Zeiss modelo Axiovert 100, con cámara fotográfica y editor de 
imágenes que nos permitieron tomar fotografías ¡n situ utilizando contraste de 
fase. 
2.4.7 Microscopía Electrónica de Transmisión 
En esta etapa del estudio, se utilizaron cultivos de células OK crecidas 
sobre insertos Millipore-CM de 12 mm de diámetro y tamaño de poro de 45 pm. 
Se sembraron 6 x 105 células/ml sobre las membranas de los insertos en 400 pl 
de medio de cultivo completo y se incubaron a 37 °C hasta que formaron una 
monocapa confluente. Una vez formadas las monocapas, se procesaron para 
su análisis al microscopio electrónico de transmisión de acuerdo al siguiente 
protocolo: 
1. Se cultivaron las células OK sobre insertos Millicell CM hasta que formaron 
m o n o c a p a s c o n f l u e n t e s . 
2. Se adicionaron los tratamientos experimentales durante los tiempos 
establecidos. 
3. Se lavaron las monocapas celulares con PBS. 
4. Se fijaron con glutaraldehido al 3 por 1 h a temperatura ambiente. 
5. Se lavaron los insertos tres veces por 10 min cada vez, con PBS a 
temperatura ambiente. 
6. Se post-fijaron con tetraóxido de osmio al 2% durante 1 h a temperatura 
ambiente. 
7. Se lavaron 3 veces, 5 min cada vez, con amortiguador de cacodilatos 0.2 M a 
temperatura ambiente. 
8 Se deshidrataron en etanol a temperatura ambiente, 5 min (1 vez) en cada 
uno de los siguientes: etanol al 50%, etanol al 70%, etanol al 80%, etanol al 
95% (5 min, 3 veces) y etanol al 100% (5 min, 1 vez). 
9 Se separaron las membranas de los insertos y se cortaron rectángulos de 
aproximadamente 1 x 0.5 rrm, los cuales fueron colocados en moldes de 
inclusión. 
10. Se p re-incluye ron en etanol/spur. (50:50) toda la noche, a temperatura 
ambiente. 
11. Se incubaron durante 48 h a 4 CC en spur puro. 
12. Se incluyeron en spur puro a 60 °C por 24 h. 
13. Se prepararon pirámides y cortes semifinos con ayuda de navajas de un filo 
y de un microscopio estereoscópico. 
14. Se prepararon cortes ultrafinos utilizando un ultramicrotomo RMC-MTX(/SS 
Group Services Ltd, Manchester, UK). Los cortes se colocaron sobre rejillas de 
cobre, las cuales fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo. 
15. Las rejillas con los cortes fueron revisadas utilizando un microscopio 
electrónico de transmisión marca Philips modelo CM 12 y otro marca Zeiss 
modelo EM 109. 
16. Se tomaron fotografías con películas Agfa Pan APX-25 con asa 100 y se 
imprimieron en papel fotográfica Kodak Kodabrome IIRC- F2. 
2.4.8 Análisis Estadístico 
Se empleó estadística descriptiva para comparar los valores de 
promedios y desviaciones estándar de los diferentes grupos experimentales con 
respecto a los controles no tratados con mercurio, también se utilizó estadística 
inferencial, mediante análisis de varianza (ANOVA) junto con una prueba de 
comparación múltiple de las diferencias mínimas significativas (DMS). Se aplicó 
un ANOVA de dos factores (factor A, dosis y factor B, tiempo), con cuatro 
tratamientos para cada uno (factor A: 0, 1, 10 y 15 pM de HgCI2 vs factor B: 0, 
1, 3, 6 y 9 h). Posteriormente, con resultados significativos del ANOVA 
bifactorial, se utilizó la prueba de comparaciones múltiples de las DMS. Esto, 
con el objeta de encontrar las diferencias de medias entre las pares de grupos. 
El nivel de significancia estadística fue de a - 0.05. 
Para el análisis de los datos se utilizó el programa de estadística SPSS® 
versión 11. 
CAPÍTULO 3. RESULTADOS 
3.1 Efecto del mercurio sobre la función mitocondrial de las células OK. 
Como se puede apreciar en la figura 1, la actividad de deshidrogenasas 
mitncondnales en los cultivos de células OK no se afecta por las dosis de 1 y 10 
pM de HgCI2 con respecto a las células del control sin tratamiento. El efecto 
sobre este parámetro se manifiesta a la dosis de 15 pM de HgCh. A esta última 
dosis, a las 6 y 9 h de exposición al metal, se observó una clara disminución de 
la viabilidad, 31 y 47% respectivamente; comparada con 15 y 16% a 1 y 3 h de 
tratamiento con mercurio. Interesantemente, las células tratadas con las dosis 
de 1 y 10 pM de HgCIs mostraron un ligero incremento en la capacidad para 
reducir el MTT. 
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Figura 1. Actividad mitocondriat de las células OK tratadas con dosis y t iempos variables 
de HgCI?. Con respecto a los cultivos control sin tratamiento, a las dosis de 1 y 10 pM se 
observó un ligero incremento en todos los t iempos analizados, sobre la actividad de las 
deshidrogenasas mitocondriates, el cual resultó ser estadísticamente significativo (ver la sección 
3.3). Incubando con 15 mM de HgCI2, se observa una marcada disminución en la actividad de 
estas enzimas, la cual es estadísticamente significativa (p < 0.05), sobre todo a las 6 y 9 h de 
incubación. 
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3.2 Efecto del mercurio sobre el contenido de ATP de las células OK. 
Con respecto a la medición de este otro parámetro fisiológico, se 
encontró una tendencia similar a la observada con la determinación de la 
actividad de enzimas mitocondhales. Como se puede apreciar en la figura 2, las 
dosis de 1 y 10 pM de HgCb indujeron la producción de ATP en los cultivos de 
células OK tratados con el metal. Sin embargo, con 15 pM de HgCl2 se observó 
una disminución que fue dependiente del tiempo de exposición. La disminución 
del contenido de ATP, dada en porcentaje fue de 17, 25, 48 y 62% para los 
tiempos de exposición de 1, 3, 6 y 9 h respectivamente. 
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Figura 2. Efecto del cloruro mercúrico sotoreel contenido intracelular d e ATP. Dosis de 1 y 
10 pM de HgCb inducen un ligero incremento en los niveles de ATP. los cuales son 
estadísticamente significativos (p < 0.05). Con respecto a los cultivos control, el mercurio a 
dosis de 15 pM provoca disminución importante en los niveles de A T P en todos los t iempos 
estudiados (p < 0.05). 
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La interacción Dosis vs Tiempo resultó estadísticamente significativa (p < 
0.05), tanto para la capacidad de reducir el MTT por las enzimas mitocondríales, 
como para los niveles intracelulares de ATP en las células OK intoxicadas con 
HgCh. Esto nos indica, en este caso, que entre mayor sea la dosis y el tiempo 
de exposición, mayor será el efecto observado. 
3.3 Análisis al microscopio de luz de los efectos del HgCh sobre la 
morfología de las células OK 
Se fotografiaron cultivos de células OK utilizando un microscopio de luz 
con contraste de fase. En la figura 3a se puede apreciar un cultivo confluente de 
células OK control (sin tratamiento con mercurio). En una monocapa confluente, 
las células poseen formas poliédricas irregulares y es posible apreciar que los 
limites celulares entre ellas se encuentran perfectamente definidos. Con 
frecuencia, en los cultivos 100% confluentes de células OK se observan 
'domos" (figura 3b flecha), estructuras que son indicativas de transporte 
transepitelial de solutos in vitro (Cereijido y cois. 1981). 
Con dosis bajas [1pM (figura 4. a, b, c, d) y 10 pM (figura 5. a, b, c, cQ], 
no se aprecian cambios morfológicos en todos los tiempos estudiados, pero 
tampoco en los tiempos tempranos (1 y 3 h) a la dosis de 15 pM (figura 6. a, b). 
Las alteraciones se aprecian a las 9 y 9 h de exposición al mercurio a dosis de 
15 pM, cuando el efecto dañino del mercurio se manifiesta por disgregación de 
la monocapa celular, así como por la pérdida de la morfología característica 
(figura 6. c, d). 
Figura 3. Células OK con t ro l s in t ra tamiento, a) Se observa un cultivo confluente. Las células 
poseen formas poliédricas e irregulares cuyos límites celulares se aprecian claramente 
(flechas) b) Se observa un "domo" (flecha), característico de cultivos confluentes. Los domos 
indican que el epitelio formado in vitro es funcional y que las células efectúan procesos de 
transporte transepitelial. Microscopía de luz con contraste de fase. Análisis in situ. 400X. 
Figura 4. Cé lu las OK t ra tadas c o n 1 pM de HgCI2 a d i s t i n tos t i e m p o s d e expos ic ión , a) 1 h, 
b) 3 h, c) 6 h y d) 9h. Se puede apreciar que con respecto a los cultivos control sin tratamiento, 
no existen cambios morfológicos a todos los tiempos analizados y que la integridad de las 
monocapas se mantiene sin alteraciones evidentes a este nivel de estudio. Microscopía de luz 
con contraste de fase. Análisis in situ. 400X 
Figura 5. Célu las OK t ra tadas con 10 pM de HgCI2 a d i s t i n t os t i e m p o s de expos ic ión , a) 1 
h, b) 3 h, c) 6 h y d) 9 h. Se observa que. de manera similar a lo encontrado con la dosis de 1 
MM de HgCI2. no existen cambios morfológicos a todos los t iempos analizados con respecto a 
los cultivos control sin tratamiento. Microscopía de luz con contraste de fase. Análisis in situ. 
400X. 
Figura 6. Célu las OK t ra tadas con 15 mM de HgCI2 a d i s t i n tos t i e m p o s de incubac ión , a) 1 
h y b) 3 h, en ambos tiempos se observa una monocapa confluente sin cambios morfológicos 
importantes con respecto a los cultivos control sin tratamiento, c) 6 h, a este t iempo se observa 
que las células OK pierden su morfología característica y comienzan a redondearse (flechas), d) 
9 h, se puede apreciar que se rompe la integridad de la monocapa celular (flecha) y las células 
muestran un grado de refringencia (cabeza de flecha) que no se observa a las dosis de 1 y 10 
pM de mercurio. Microscopía de luz con contraste de fase. Análisis ¡n situ. 400X. 
3.4 Análisis ultraestructural de los cambios inducidos por HgCI2 en las 
células OK. 
Al microscopio electrónico, los cultivos control sin tratamiento muestran 
aspecto citoplásmico normal, mientras que el núcleo y los demás organelos no 
presentan alteraciones. También se observan abundantes mitocondrias, 
distribuidas por todo el citoplasma, pero preferentemente alrededor del núcleo 
(figura 7a). Las mitocondrias en las células OK poseen una marcada 
electrodensidad de la matriz y crestas muy alargadas que se disponen 
principalmente en forma longitudinal, aunque en algunas células se observan en 
un arreglo transversal. El espacio intracrístico es muy marcado. 
Ocasionalmente so presentan granulos electrodensos en la matriz (Figura 7b, 
flechas). Se observan además abundantes ribosomas, libres y adheridos a las 
membranas del retículo endoplásmico rugoso (Figura 7b, flechas vacias). 
Comparados con los cultivos control sin tratamiento, en los cultivos 
expuestos a las dosis de 1 y 10 pM de HgCl2 no se observaron cambios 
morfológicos evidentes en todos los tiempos analizados. No se presentaron 
alteraciones con respecto a la electrodensidad citoplásmica, ni de la membrana 
celular, del núcleo y de los demás organelos celulares (figuras 8 y 9). En 
ocasiones se observaron mitocondrias con espacios vacíos en la matriz (figura 
9,a), sin embargo, la mayoría de ellas tenían apariencia normal. Al analizar 
estos grupos experimentales, la impresión general fue la de estar revisando 
muestras normales. 
En las células incubadas con 15 pM de HgCfe, los cambios a 1 y 3 h de 
tratamiento son muy sutiles (figura 10, a y b), aunque se comienza a apreciar 
que la matriz mitocondrial posee mayor electrodensidad, mientras que el 
citoplasma muestra menor electrodensidad. Aparecen vacuolas citoplásmicas, 
inclusiones electrodensas y algunas figuras de mielina. Los cambios más 
dramáticos se observan a las 6 y 9 h de tratamiento con mercurio (figura 10, c y 
d). Además de los cambios descritos, se observan numerosas mitocondrias con 
forma de tiro al blanco, las cuales tienen disminuido el tamaño (figura 10 c) y 
mitocondrias con las crestas distorsionadas (figura 10 d). Los ribosomas son 
menos frecuentes y la pérdida de la electrodensidad citoplásmica se acentúa a 
las 9 h. Tanto a las 6 como a las 9 h no se observan los gránulos de la matriz 
mitocondrial. La membrana externa se separa de la interna ampliando 
considerablemente el espacio intermembranal, lo cual se aprecia con apariencia 
de "burbujas" (figura 10 d, e, f)- También ocurre ruptura de la membrana 
mitocondrial externa, no obstante, las crestas alteradas morfológicamente 
tienden a mantenerse completas (figuras 10 d, f). Otras alteraciones 
ultraestructurales que se observaron a las 6 y 9 h de exposición a 15 pM de 
HgCh consistieron en dispersión de los ribosomas por todo el citoplasma, 
desaparición completa de la estructura mitocondrial (figura 11 a), dilatación de 
las membranas del retículo endoplásmico rugoso (figura 11 b) e invaginaciones 
de la membrana interna de la envoltura nuclear (figuras 11 b y c). Estas 
invaginaciones, cortadas en plano transversal, se pueden observar como 
pequeñas estructuras membranosas intranucleares de contenido ligeramente 
electrodenso y rodeadas por la cromatina (figuras 11 c y d). En muchas células, 
la cromatina presentó una agregación muy marcada (figuras 11 c y d). La 
presencia de cuerpos de inclusión citoplásmicos se hizo más evidente (figura 11 
e). En algunas células se encontraron cuerpos apoptósicos, rodeados de doble 
membrana y que contenían mitocondrias en proceso de degeneración (ñgura 11 
n 
Figura 7. Célu las OK con t ro l , s in t ra tamiento, a) Se observa la ultraestructura normal. 
N=núcleo, M=mitocondrias, m=membrana plasmática (cabeza de flecha), ribosomas (*). 
13.000X. b) Se observan cortes transversales de mitocondrias (M) con crestas longitudinales 
(M1), transversales (M2) y gránulos electrodensos en la matriz (flecha), nótese la marcada 
electrodensidad de la matriz mitocondrial. Perfiles de retículo endoplásmico rugoso (flechas 
vacías) y ribosomas libres (*). Microscopía electrónica de transmisión. Inclusión en resinas 
epóxicas. 60,000X. 
Figura 8. Células OK expuestas a d i ferentes t i empos de e x p o s i c i ó n de 1 pM de HgCI2 . a) 1 
h, b) 3 h, c) 6 h y d) 9 h. Se observan características ultraestructurales similares a las 
encontradas en las células control sin tratamiento. N=núcleo, M=mitocondrias, gránulos 
electrodensos en la matriz mitocondrial (flechas), perfiles de retículo endoplásmico rugoso 
(flechas vacias) y ribosomas libres (*). Microscopía electrónica de transmisión. Inclusión en 
resinas epóxicas. a, b y d, 28.000X; c, 60.000X. 
Figura 9. Cé lu las OK expues tas por d i ferentes t i empos a 10 pM de HgCI2 . a) 1 h, b) 3 h, c 6 
h y d) 9 h. Comparados con los cultivos control (sin tratamiento) no existen cambios 
morfológicos notables. Ocasionalmente se observaron mitocondrias con espacios vacíos en la 
matriz (EM. figura a). N=núcleo, M=mitocondrias, perfiles de retículo endoplásmico rugoso 
(flechas vacías), ribosomas libres (*), gránulos electrodensos en la matriz mitocondrial (flechas). 
Microscopía electrónica de transmisión. Inclusión en resinas epóxicas. a y b, 20.000X; c y d, 
15.000X. 
Figura 10. Células OK expuestas a 15 pM de HgCIj. a) 1 h, b) 3 h, se observan cambios sutiles en la ultraestructura 
mitocondrial y alteraciones citoplásmicas tales como presencia de inclusiones (inc) y figuras de mielina (Mi) c y d, 6 h, 
se observan mitocondrias con forma de tiro al blanco (Mtb) y mitocondrias cuyas membranas interna y extema se han 
separado, originando figuras con apariencia de "burbujas" (B), estas estructuras, cuando son cortadas en plano 
transversal (Bct), pueden ser confundidas con vacuolas sin serlo e y f, 9 h, los cambios observados son similares a los 
que se presentan a las 6 h. Las mitocondrias en la mayoria de las células presentan morfología completamente 
alterada, con un incremento notable en la electrodensidad de la matriz. N=núcleo, M=mitocondrias, evacuó las . 
Microscopía electrónica de transmisión. Inclusión en resinas epóxicas. a y b. 12.000X: c, 60.000X; d, 80.000X; e. 
150.000X; f. 125.000X). 
Figura 11. Alteraciones ultraestructurales inducidas por 15 pM de HgClj en las células OK. a) Se observan 
alteraciones muy notables en la morfología de las mitocondrias (M). b) Se observan invaginaciones del núcleo celular (•) 
y mitocondnas alteradas morfológicamente (M). c y d). Detalle de alteraciones nucleares. Se observan invaginaciones 
de la membrana nuclear ( ' ) . reorganización de la cromatina [k] y pequeñas estructuras membranosas de contenido 
ligeramente electrodenso en la cromatina, rodeadas de la misma (cabezas de flecna). e) se observan inclusiones 
citoplasmáticas (inc). f) se observan cuerpos apoplósicos (cap), rodeados por doble membrana (flecha) y con 
mitocondrias (MD) y elementos del retículo endoplásmico rugoso (*) en proceso de degeneración. Microscopía 
electrónica de transmisión. Inclusión en resinas epóxicas. a y b, 12.000X; c y d, 7000X; e y f, 20.000X 
3.5 Análisis mediante microscopía confocal del patrón de tinción con 
MitoTracker Red de las células OK intoxicadas con HgCl2. 
Los colorantes MitoTracker (CMXH2 MRos) se utilizan cada vez con 
mayor frecuencia para análisis funcionales y de morfología de las mitocondrias. 
El patrón de la fluorescencia que producen sugiere que son específicos para 
dichos organelos. Estos colorantes son derivados de clorometil-rosaminas y se 
vuelven fluorescentes solamente cuando son oxidados dentro de las células. 
Debido a su potencial de membrana, las mitocondrias funcionales incorporan el 
colorante y éste se acumula en su interior, ahí, el grupo clorometil reacciona 
con grupos tiol presentes en péptidos y proteínas para formar un conjugado que 
puede ser fijado con aldehidos (De la Monte y Wands, 2001). La oxidación del 
MitoTracker Red por cultivos viables da origen a células que muestran un 
patrón "punteado" fluorescente, cuya distribución se ha asociado con las 
mitocondrias (Leira y cois., 2001). Las células se consideran MitoTracker 
positivas (MT1") cuando se observan puntos fluorescentes definidos que 
corresponden a las mitocondrias y MitoTracker negativas (MT") si existe tinción 
citoplásmica difusa (Matylevítch y cois., 1998). 
En este estudio, encontramos que las células OK presentan el mismo 
patrón de tinción con MitoTracker Red que ha sido descrito para otros tipos 
celulares. Como era de esperarse, la mayoría de las células en los cultivos 
control (sin tratar cor mercurio) fueron MT1" (figura 12). Los hallazgos derivados 
de los estudios que realizamos utilizando microscopía confocal, sugieren que la 
intoxicación con mercurio a dosis bajas (1 y 10 pM) producen la misma 
tendencia que se observó con el ensayo de reducción del MTT, contenido 
intracelular de ATP, microscopía de luz y microscopía electrónica, es decir, a 
estas dosis, en todos los tiempos analizados, no se observan cambios en el 
patrón de tinción con respecto a los cultivos normales (figuras 13 y 14, a, b, c y 
d). A tiempos tempranos con la dosis de 15 pM de HgCl2 (1 y 3 h), tampoco se 
aprecian cambios a este nivel (figura 15, a y ¿), sin embargo, luego de 6 h de 
tratamiento con el metal (figura 15, c), el patrón de tinción tiende a desaparecer 
y la fluorescencia comienza a verse difusa por el citoplasma, al mismo tiempo 
que la presencia de vacuolas citoplásmicas se vuelve más evidente. En las 
células expuestas a 15 pM de HgCl2 durante 9 h {figura 15, d), la fluorescencia 
se difunde casi completamente y la vacuolización del citoplasma es mayor, sin 
embargo, aún es posible apreciar algunos puntos que brillan intensamente 
(figura 15, cy d). A este nivel de estudio se puede inferir, en general, que en las 
células expuestas a esta dosis y tiempos de incubación, el aspecto morfológico 
y la función mitocondrial y/o el potencial de membrana, se han alterado 
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F igura 12. Células OK cont ro l s in t ra tamiento, a y b, se observa un aspecto panorámico del 
cultivo. Las células OK muestran un patrón "punteado fluorescente" al ser teñidas con el 
colorante MitoTracker Red, el cual se ha asociado con las mitocondrias y cuya intensidad se 
relaciona directamente del estado energético de las células, c y d, a mayor aumento, se 
observan detalles finos de la morfología de las células OK, así como el patrón punteado 
característico. Los puntos brillantes en el citoplasma corresponden a mitocondrias funcionales. 
N=núcleo, C=citoplasma. Microscopía confocal. Análisis in s'rtu. 
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Figura 13. Cé lu las OK tratadas con I p M de HgCl z a d i s t i n tos t i e m p o s de incubac ión , a) 1 
h, b) 3 h, c) 6 h y d) 9 h. Se observa que comparado con los cultivos control sin tratamiento, no 
existen cambios en el patrón de tinción con el colorante MitoTracker Red en todos los t iempos 
analizados. N=núcleo, C=citoplasma. Microscopía confocal. Análisis in situ. 
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Figura 14. Célu las OK tratadas c o n 10 pM de HgCI 2 a d i s t i n tos t i e m p o s de incubac ión , a) 
1 h, b) 3 h, c) 6 h y d) 9 h. Se observa que al igual que lo encontrado con la dosis de 1pM de 
HgCI2, no se presentan cambios en el patrón de tinción con MiloTraker Red en todos los 
t iempos analizados. N=núcleo, C=citopiasma. Microscopía confocal. Análisis in s'itu. 
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Figura 15. Cé lu las OK tratadas c o n 15 pM de HgCI 2 a d is t in tos t i e m p o s de incubac ión , a) 
1 h y b) 3 h, a tiempos tempranos, no se aprecian cambios en el patrón de tinción con 
MitoTracker Red y por los tanto en el estado energético de las células OK. c) 6 h y d) 9 h, el 
patrón de tinción con MitoTracker Red se ha alterado drásticamente, la fluorescencia se 
dispersa por todo el citoplasma, incluyendo hacia el núcleo. El citoplasma muestra "agujeros* 
(flechas), los cuales son más numerosos a las 9 h N=núdeo, C=citoplasma. Microscopía 
confocal. Análisis in situ. 
CAPÍTULO 4. DISCUSIÓN 
Los metales pesados perturban a una gran variedad de órganos y 
sistemas. Los blancos de estos efectos tóxicos son enzimas y/o membranas u 
organelos membranosos, especialmente las mitocondrias. Es posible que 
algunos de los procesos bioquímicos que ocurren en las mitocondrias sean 
sensibles a los cambios inducidos por la generación de radicales libres, estrés 
oxidativo y finalmente modificaciones ultraeslructurales de las mitocondrias 
(Bizarro y cois., 2003). Se sabe que parte del mecanismo de toxicidad del 
mercurio se relaciona con la inducción de estrés oxidativo, debido a que 
favorece la formación de peróxido de hidrógeno y por ende, de radicales libres 
(Lund y cois., 1993). En otros modelos de estudio, se ha establecido que el 
mercurio ocasiona despolarización de las mitocondrias y por lo tanto cambios 
en los procesos bioenergétícos (Weinberg y cois., 1982, Königsberg y cois., 
2001), los cuales se relacionan con la integridad funcional de estos organelos. 
Por los motivos anteriormente expuestos, nosotros estudiamos algunos 
aspectos funcionales de las mitocondrias utilizando dos ensayos ampliamente 
aceptados en estudios celulares in vitro. El primero de estos ensayos es el de la 
reducción de MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiItiazoI-2-iI]-2,5-difeniltetrazolio); las 
sales de MTT se utilizan en ensayos de proliferación celular, pero también de 
citotoxicidad. El anillo de tetrazolio de MTT es reducido a formazán (el cual es 
de color azul-púrpura), por el sistema succinato-tetrazolia reductasa, que se 
encuentra activo solamente en células viables. La intensidad de los cambios del 
color resultante se correlacionan directamente con actividad enzimàtica en 
células vivas. La capacidad de las células para reducir el MTT es un indicador 
de integridad y actividad mitocondrial, lo cual puede considerarse como un 
parámetro de viabilidad. En células en proceso activo de proliferación, la 
conversión de MTT aumenta, mientras que en células expuestas a un agente 
tóxico disminuye (Mosmann, 1983). 
De acuerdo con nuestros resultados, en cultivos de células OK 
expuestos a dosis bajas de HgCl2 (1 y 10 pM) se incrementa la actividad de las 
deshidrogenasas mitocondriales arriba mencionadas, con respecto a las células 
control sin tratamiento. Este aumento fue de 4% y 6% para las concentraciones 
de 1 y 10 pM respectivamente (ver figura 1). La estimulación en la actividad 
celular en nuestro modelo de estudio se puede explicar sobre la base de una 
respuesta hormética. El concepto de hormesis se refiere al fenómeno asociado 
a la relación dosis-respuesta que se caracteriza por estimulación a dosis bajas 
e inhibición a dosis altas. 
El efecto hormético se observa con frecuencia en experimentos 
adecuadamente diseñados y es de aplicación general, puesto que es 
independiente del agente físico o químico, modelo biológico o tipo de medición 
final (Calabrese y Baldwin, 2003). En relación con los experimentos que 
nosotros realizamos, Damelin y cois., (2000) demostraron mediante ensayos de 
citotoxicidad y la prueba de reducción de MTT, que cultivos de células McCoy 
expuestas a concentraciones bajas de metales pesados (0.7 pM cloruro 
mercúrico, 1 pM de cloruro de cadmio y 3 pM de cloruro cúprico), mostraron 
aumento en la actividad celular, la cual coincidió con la producción de niveles 
elevados de Hsp 70 y metalotioneína. En un estudio posterior, Dameli y 
Alexander (2001) analizaron los eventos bioquímicos que se requieren para la 
inducción de la respuesta hormética. Según sus resultados, para que ocurra el 
fenómeno de hormesis existen dos premisas biológicas: la primera es un 
aumento de hasta un 15% en la captación de glucosa y la segunda, disminución 
de la respiración mitocondrial (hasta 23%). 
Otros autores (Koutná y cois., 2003) utilizando también el ensayo de 
reducción de MTT, demostraron que existe aumento en la actividad y 
proliferación de células Hela sometidas a radiaciones con rayos láser de baja 
potencia, ya sea en forma continua o en pulsos de radiación. Los trabajos 
mencionados permiten explicar los resultados no esperados, pero 
estadísticamente significativos, de un aumento en la actividad celular inducidos 
por dosis bajas de mercurio que encontramos en el presente trabajo, los cuales 
coinciden con una respuesta hormética de las células OK que han sido 
sometidas a un estado de estrés y sugieren la posibilidad de que ocurra una 
respuesta de adaptación o de alerta fisiológica que permite a las células 
expuestas a dosis bajas de metales pesadas contrarestar los efectos nocivas 
del estrés oxidativo. 
En cuanto al efecto tóxico inflingido por la dosis de 15 pM, medido por el 
ensayo de reducción de MTT, encontramos que ésta es la concentración 
inhibitoria de cloruro mercúrico para las células OK. La toxicidad de los metales 
pesados depende del tipo y la especie química del metal, y para cada una de 
ellas, dependiendo del modelo de estudio, la concentración tóxica es diferente 
(Klaassen, 1996), Por mencionar algunos ejemplos de dosis tóxicas en modelos 
celulares, Bucio y cois., (1995) demostraron que concentraciones de 50 y 100 
pM de HgÜ2 son tóxicas para la linea celular hepática WRL-68; mientras que 
Suwalsky y cois., (2000) utilizaron dosis de hasta 500 pM de HgCI2 para 
observar efectos dañinos en eritrocitos humanos. Por su parte, Araragi y cois., 
(2003) emplearon concentraciones en el rango de 1-10 mM del metal para 
inducir apoptosis en una línea de células de leucemia humana. Obviamente, la 
sensibilidad de las células OK en respuesta a dosis tóxicas de cloruro 
mercúrico, 15 pM en nuestro estudio, es característica de ellas. 
La otra prueba funcional que utilizamos para analizar el efecto del HgCk 
fue la medición del contenido endógeno de ATP en las células OK tratadas con 
este metal. Los niveles intra celulares de ATP se utilizan como un indicador del 
estado energético, por lo tanto, son muy útiles en estudios metabólicos y 
fisiológicos (Stanley, 1986). Esto ha dado como resultado que la producción de 
ATP en células metabolicamente activas se considere como una alternativa 
tecnológica para cuantificar proliferación celular y para estudiar el efecto de 
sustancias que rompen el equilibrio energético de las células. Los niveles 
intracelulares de ATP son estrictamente regulados, puesto que son necesarios 
para la supervivencia de las células. Por lo tanto, las moléculas de ATP 
constituyen un criterio adicional a la capacidad de las mitocondrias de reducir el 
MTT para valorar la actividad metabòlica de las células y especialmente de las 
mitocondrias en presencia y ausencia de diversos agentes tóxicos (Crouch y 
cois., 1993). 
Algunos autores han demostrado que existe relación entre el inicio de la 
respuesta hacia el estrés celular con la disminución del contenido de ATP en la 
corteza renal. Es decir, la respuesta a un estímulo que produce estrés celular se 
inicia cuando la concentración de ATP disminuye por debajo del umbral de 
50%. La disminución progresiva en los niveles de ATP da como resultado una 
respuesta más marcada con respecta a la sobre-expresión del factor de 
transcripción de proteínas de choque térmico (VanWhy y cois., 1994). En 
nuestro estudio, las células OK cultivadas con 1 y 10 pM de HgCh durante 1, 3, 
6 y 9 h mostraron, en promedio, un incremento moderado, pero significativo 
desde el punto de vista estadístico, en el contendido de ATP, el cual fue de 2% 
y 6% para las concentraciones de 1 y 10 pM de mercurio, respectivamente. 
Estos valores son similares a los incrementos porcentuales de actividad 
funcional estimada en función de la reducción de MTT. Sin embargo, aunque 
las curvas muestran tendencias parecidas, la cuantificación de ATP parece ser 
más sensible, puesto que el efecto en la disminución de este nucleótido a la 
dosis de 15 pM se refleja mejor desde tiempos tempranos (ver figura 2). Según 
Bravo y Ford (1990), el contenido intracelular de ATP en células en cultivo 
representa un marcador muy sensible de daño toxicológico; ellos analizaron la 
concentración de ATP en células LLC-PK1 y encontraron que se reduce a 
concentraciones de mercurio menores de las que causan daño ultraestructural a 
las mitocondrias. Sus hallazgos apoyan el hecho de que nosotros encontramos 
disminuido el contenido de ATP en tiempos tempranos de exposición a HgCb. 
aún y cuando no fueron evidentes cambios muy importantes en la 
ultra estructura mitocondrial (ver figuras 8 y 9). 
De la misma manera como se trató de explicar el efecto estimulante de la 
actividad mitocondrial inducido por mercurio a dosis bajas, tomando como base 
el fenómeno de hormesis, la producción de ATP en estas condiciones 
experimentales posiblemente constituye también, un estado fisiológico de 
adaptación celular para enfrentar los efectos nocivos de cualquier agente tóxico 
para así poder llevar a cabo procesos de reparación celular o concluir la muerte 
celular, ya sea por necrosis o por apoptosis. 
Por otro lado, ocurre una rápida disminución del ATP endógeno a 
consecuencia del daño celular inducido por cualquier agente que causa estrés 
oxidativo y/o agotamiento del oxígeno intracelular. Como se sabe, las 
mitocondrias representan la fuente generadora de ATP, pero también se sabe 
que el mercurio desacopla la fosforilación oxidativa y el transporte de electrones 
en la membrana mitocondrial interna. La marcada disminución de los niveles de 
ATP que encontramos durante este estudio en los cultivos de células OK 
tratadas con 15 pM de HgCfe, puede ser asociada con una interferencia en los 
mecanismos de respiración celular como ha sido demostrado por Weinberg y 
cois., (1982) y por Königsberg y cois., (2001) utilizando mitocondrias aisladas 
de riñon de ratas y hepatocitos humanos, respectivamente. 
En cuanto a los hallazgos morfológicas, obtenidos mediante el análisis in 
situ con microscopía de luz y contraste de fase en los cultivos de células OK 
tratadas con 15 pM de HgCk, estos se manifestaron únicamente a las 6 y 9 h 
de exposición. Los cambios más notables fueron (a) desprendimiento de la 
monocapa celular, (b) redondeamiento de las células y (c) aumento en el 
número de vacuolas citoplásmicas (ver figura 6). A pesar de que los estudios 
con microscopía de luz relacionados con el efecto de los metales pesados en 
cultivo celular son escasos, alteraciones similares a este nivel fueron descritas 
por Zimmertiackl y cois., (1998) en las Ureas de células LLC-PK1 y MDCK. 
Ellos encontraron que en presencia de dosis variables (0.1 a 50 pM) de cloruro 
de cadmio, se afectó la integridad de la monocapa celular debida a la pérdida 
de contactos intercelulares, lo que originó el redondeamiento de las células. Los 
autores relacionaron este hecho con la disminución de la resistencia eléctrica 
transepitelial y con interferencia con los complejos cadherina-catenina de la 
membrana plasmática. El cloruro mercúrico a dosis mayores de 15 pM también 
disminuye la resistencia eléctrica en monocapas de células OK en cultivo 
(Carranza, ig97). Los resultados que encontramos en este estudio, utilizando 
microscopía de luz, podrían explicarse tomando como base estas referencias. 
En otro contexto de este trabajo, analizamos los cambios 
ultraestructurales dependientes de la dosis y tiempo de exposición a HgCI2 en 
los cultivos de células OK como modelo de estudio. Las alteraciones 
ultraestructurales inducidas por mercurio que encontramos en el modelo 
empleado durante el presente trabajo, corresponden en gran parte con las 
descritas en modelos animales y en algunos modelos celulares con otros 
metales pesados (según se detalló en la sección 1.5 del capítulo 1), Comparada 
con los cultivos control sin tratamiento, en este trabajo encontramos que a las 
dosis de 1 y 10 pM de HgCl2, las células OK no exhiben cambios morfológicos 
en todos los tiempos estudiados (ver fíguras 8 y 9)\ este hallazgo es similar a lo 
reportado por Königsberg y cois., (2001) quienes intoxicaron hepatocitos 
humanos con dosis bajas de HgClg durante 24 h. 
Algo que es importante mencionar es el hecho de que existen muy pocos 
reportes acerca de los cambios ultraestructurales inducidos por mercurio, 
plomo, cadmio o arsénico en modelos celulares. Sobre todo, que son muy 
escasos los estudios de análisis ultraestructural y mercurio, en los cuales se 
utilicen lineas celulares de origen renal. Análisis detallados a este nivel, podrían 
ayudar a comprender parte del mecanismo involucrado en la fisiopatología del 
riñon en relación con estos agentes tóxicos. 
Según Matylevitch y cois., (1998), la mayoría de las células que están en 
proceso de apoptosis, observadas con el microscopio electrónico, presentan 
mitocondrias de menor tamaño, aunque relativamente intactas, agregación de la 
cromatína, rompimiento de la envoltura nuclear y formación de pseudópodos en 
la membrana plasmática. De estas alteraciones que se mencionan, las que 
fueron visibles en nuestro estudio se apreciaron solamente en las células OK 
tratadas durante 6 y 9 h con la concentración de 15 pM de HgCb. Nosotros 
pudimos observar que existe disminución del tamaño de las mitocondrias, como 
en el caso de las mitocondrias con forma de "tiro al blanco'' {ver figura 10, c), o 
bien, como en el caso de las mitocondrias que muestran un elevado grado de 
condensación de la matriz {ver figuras 10, c/ye). De acuerdo con esto, 
consideramos que contrario a lo encontrado por Matylevitch, las mitocondrias 
de las células OK si se encontraban alteradas desde el punto de vista 
morfológico. 
Del trabajo publicado por Bizarro y cois., (2003), se puede suponer que 
el hinchamiento de las mitocondrias se debe en parte a la producción de 
radicales libres, los cuales aumentan la permeabilidad de las mitocondrias y 
permiten la entrada de iones calcio, este evento propicia el desacoplamiento de 
la respiración e hinchamiento osmótico, y da como resultado que se rompa la 
membrana mitocondrial interna y se inhiba la producción de energía. 
En años anteriores, las microfotografias electrónicas de células en 
proceso de apoptosis se enfocaban principalmente a la presencia de 
alteraciones nucleares, tales como condensación y fragmentación de la 
cromatina, así como encogimiento de las células (Kerr y cois., 1972). Sin 
embargo, otros cambios ultraestructurales, tales como los que sufren las 
mitocondrias, fueron raramente discutidos y la morfología de estos organelos se 
interpretaba como "normal"' o "ligeramente hinchada" (Majno y Joris, 1995; 
Krippner y cois,, 1996). Contrastando fuertemente con esto, las alteraciones 
funcionales de las mitocondrias en células apoptósicas han sido claramente 
establecidas por varios autores (Petit y cois., 1995; Zamzami y cois., 1995). 
En este orden de ideas, el trabajo publicado por Angermüller y cois., 
(1998) ayuda también a explicar las alteraciones sobre la morfología 
mitocondrial que encontramos durante el presente estudio, y al mismo tiempo, 
pone de manifiesto la importancia de los cambios ultraestructurales en estos 
organelos durante el proceso apoptósico. En el reporte que se cita, se utilizó 
factor de necrosis tu moral alfa para inducir apoptosis en ratones BALB/c 
previamente sensibilizados con galactosa mi na. Cinco horas después del 
tratamiento experimental, los higados de los animales fueron procesados para 
diversos estudios, incluyendo microscopía electrónica de transmisión. Los 
autores demostraron que una característica muy notable que ocurre antes de 
que inicie el proceso apoptósico, aún antes de que se aprecie condensación de 
la cromatina, es la ruptura focal de la membrana mitocondrial externa y que la 
membrana interna se proyecta hacia afuera (a través de la abertura que se 
produce en la membrana externa), para formar una burbuja. No obstante, en la 
región de la mitocondria donde la membrana externa se encuentra intacta, las 
crestas se mantienen estrechamente empaquetadas y la burbuja puede ser 
percibida como una vesícula con muy pocas o con ningunas crestas. Los 
autores sugieren que éstas alteraciones representan lesiones pre-apoptósicas 
altamente específicas que se manifiestan con anterioridad a este proceso de 
muerte celular. 
Con relación a este fenómeno morfológico, Mootha y cois., (2001) 
proponen un mecanismo apoptogénico adicional para explicar este tipo de 
alteraciones mitocondríales. En estudios realizados in vivo, la inyección de 
anticuerpos anti-Fas provocó un aumento en la permeabilidad mitocondrial con 
la subsecuente liberación de citocromo c. En cuanto al análisis ultraestructural, 
los autores utilizaron microscopía electrónica de transmisión de alto voltaje y 
reconstrucción tomográfica. Sus resultados demostraron la presencia de 
mitocondrias asimétricas con herniaciones de la matriz externa, similares a las 
descritas por Angermüller y cois., (1998), que originan lo que se observa como 
burbujas, así como desorganización de la membrana interna con pérdida parcial 
o completa de la estructura de las crestas. Aunque estos cambios se 
observaron desde tiempos tan tempranos como 90 min y 2 h, los autores no 
reseñan estas alteraciones como preámbulo del proceso apoptósico. 
Las alteraciones mitocondriales que encontramos en las células OK 
incubadas con 15 pM de HgCI2 (ver ía Figúralo, d y F) son similares a las 
descritas por Angermüller y cois., (1998) y por Mootha (2001), por lo que se 
podría suponer que, de acuerdo con el estudio más detallado de Angermüller (a 
nivel ultraestructural), en las células OK, el cloruro mercúrico induce lesiones 
pre-apoptósícas a tiempos tempranos después de la intoxicación con mercurio 
(6 h) y posiblemente liberación de citocromo c con activación del programa 
apoptósico. 
También pudimos apreciar en nuestro estudio, bajo las condiciones que 
estamos describiendo (15 pM de HgC^ durante 6 y 9 h), que ocurre 
reorganización de la cromatina en agregados grandes (ver figura 11, cyd). Otro 
hallazgo interesante fue la presencia de pequeñas estructuras membranosas 
intranucleares de contenido ligeramente electrodenso, rodeadas por cromatina 
(ver figura 11, c y d, cabezas de flecha), las cuales dan la impresión de ser 
vesículas, sin serlo. Estas estructuras pueden corresponder a cortes 
transversales de las invaginaciones en la membrana interna de la envoltura 
nuclear (ver figura 11 b, c y d). Las invaginaciones posiblemente se extienden a 
distancias variables hacia el interior del núcleo celular. Con respecto a esto, se 
han descrito invaginaciones de la envoltura nuclear en procesos patológicos 
relacionados con cáncer (Stefaneanu y Tasca, 1979; Caruso, 1991; Kamei, 
1994; Biernat, 2001); pero también en cultivos in vitro expuestos a cisplatino 
(Krajci y cois., 1999; Krajci y cois., 2000) y a cocaína (Johnson y Weissman, 
1988). Las invaginaciones nucleares en células intoxicadas por mercurio 
permiten sugerir que si bien, las mitocondrias representan el organelo blanco 
del mercurio, posiblemente el núcleo es el segundo organelo en exhibir 
alteraciones morfológicas notables y aportan evidencia ultraestructural para la 
inclusión del mercurio como agente carcinogénico (actualmente se considera 
como potencialmente carcinogénico [ATSDR, 1999]). 
Es posible que a mayores tiempos de exposición a mercurio, se puedan 
observar otros cambios en la ultraestructura celular, y que las invaginaciones 
que observamos en algunos núcleos de las células OK intoxicadas por 
mercurio, representan posiblemente el inicio de los cambios que darán como 
resultado la disgregación del nucleoplasma y finalmente, la disolución de la 
envoltura nuclear. El aspecto general de las células OK intoxicadas con 15 pM 
de HgCl2 durante 6 y 9 h podría relacionarse con el de células que se 
encuentran en proceso de muerte celular. 
La presencia de cuerpos de inclusión se ha descrito en casos de 
intoxicación por plomo, sin embargo, estos cuerpos son intranucleares (Walton 
1973, Stiller y Friedrich 1983) y su patrón de agregación es diferente a los 
inducidos por mercurio en las células OK, los cuales se observaron en el 
citoplasma (ver Figura 11 e). Otra de las alteraciones que encontramos fue la 
presencia de cuerpos apoptósicos que contenían mitocondrias en proceso de 
degeneración (figura 11 f), Desnoyers y Chang (1975) y Rao y cois., (1989) 
describieron cuerpos autofágicos en hepatocitos de rata intoxicados con metil 
mercurio y mencionan que contenían organelos degenerados o en proceso de 
degeneración, sin especificar que fueran mitocondrias. 
Finalmente, estudiamos la interacción del mercurio en cultivos de células 
OK teñidas con MitoTracker Red, una sonda fluorescente cuyo uso se ha 
extendido en investigación para monitorear el potencial de membrana 
mitocondrial. El razonamiento es que la sonda, que tiene carga positiva, se 
acumula en las mitocondrias energizadas en respuesta a cambios en el 
potencial de membrana. Después de esto, la sonda se une covalentemente a 
grupos SH presentes en proteínas mitocondriales por medio de una molécula 
clorometil. En este punto, la sonda no puede ser liberada, independientemente 
de que ocurra re-energización de las mitocondrias y por lo tanto se considera 
que representa de manera estable el potencial de membrana que existía en las 
mitocondrias antes de romper la integridad de la membrana. Se supone que las 
mitocondrias que experimentan liberación espontánea de la sonda han sido 
despolarizadas. (Macho y cois., 1996). 
La despolarización de las mitocondrias puede ser ocasionada por 
inhibición de la respiración, aumento en la permeabilidad hacia protones 
(cationes divalentes), o ambos (Bernardi y cois., 1992), pero también por 
mercurio, como se ha descrito previamente (Weinberg y cois., 1982, Königsberg 
y cois., 2001). 
En cuanto a los resultados que obtuvimos en cultivos control (no tratados 
con mercurio) y que fueron teñidos in situ con MitoTracker Red, observamos 
que en todos los casos, la fluorescencia se mostró con un patrón punteado que 
es típico de la distribución de las mitocondrias (ver figura 12) y que en los 
cultivos expuestos a 1 y 10 gM de HgCI2 durante 1, 3, 6 y 9 h, y 15 pM de HgCI2 
durante 1 y 3 h, el patrón de tinción no fue afectado (ver figuras 13, 14 y 15, a y 
b). Sin embargo, la exposición a dosis de 15 pM de HgC^ durante 6 y 9 h, alteró 
significativamente el patrón de tinción (ver figura 15 c / d ) . Debido a que el 
MitoTracker Red es útil para detectar cambios cualitativos en el potencial de 
membrana mitocondrial, los resultados que obtuvimos en este estudio, en los 
cuales se observan alteraciones en el patrón de tinción de las células OK 
tratadas con 15 pM de HgCl2 durante 6 y 9 h, indican cambios importantes en el 
potencial de la membrana mitocondrial. Además, estos resultados también 
permiten apreciar otros cambios en el citoplasma de las células tratadas, lo que 
sugiere la posibilidad de que éstas se encontraban en proceso de muerte 
celular, probablemente por apoptosis, y que la inducción de este estado es 
dependiente de la dosis y del tiempo de exposición al HgCh. El mecanismo de 
apoptosis inducido por mercurio ha sido sugerido por algunos investigadores 
(Shenker y cois., 2000; Königsberg y cois., 2001; Shenker y cois., 2002; Belletti 
y cois., 2002; Araragi y cois., 2003) y aunque nuestros estudios no fueron 
dirigidos expresamente al estudio de este fenómeno, en conjunto sugieren que 
también en las células OK intoxicadas con mercurio puede ocurrir este evento. 
Como es bien sabido, la ejecución del programa apoptósico por 
proteínas mitocondriales implica la activación de diferentes mecanismos 
moleculares. Uno de los más estudiados es el fenómeno de transición en la 
permeabilidad mitocondrial (PM), el cual implica un aumento repentino de la 
permeabilidad de la membrana interna hacia solutos. Generalmente se acepta 
que la PM es debida a la apertura de un canal iónico, conocido como poro de 
transición de permeabilidad mitocondrial (PTM), el cual es activado por iones 
calcio presentes en la matriz y posee sitios de regulación que pueden 
interactuar con mediadores de la muerte celular, y que su apertura in vitro se 
acompaña por despolarización e hinchamiento de la matriz mitocondrial 
(Petronilli y cois., 1994). Como se mencionó anteriormente, el colorante 
MitoTracker Red permite estudiar cambios cualitativos en el potencial de 
membrana mitocondrial, los cuales se asocian, entre otros factores, con la 
apertura del PTM. Por lo tanto, los resultados que obtuvimos del análisis al 
microscopio confocal sugieren que este evento ocurrió en las células OK 
expuestas a 15 pM de HgCl2 durante 1, 3, 6 y 9 h, pero que el efecto más 
notable se presentó en los dos últimos tiempos analizados (ver figura 15, c y d). 
Conclusiones y Perspectivas 
CAPÍTULO 5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
5.1. Se acepta la hipótesis de que las células OK constituyen un modelo 
adecuado para estudiar las alteraciones morfo-funcionales inducidas por 
cloruro mercúrico. 
5.2. Dosis de 1 y 10 pM de HgC\¿ estimulan la actividad del sistema 
deshidrogenasa-tetrazolio reductasa en las mitocondrias de células OK. 
5.3 Dosis de 1 y 10 pM de HgCI2 incrementan la producción endógena de 
ATP en las células OK. 
5.4. Comparado con los cultivos control sin tratamiento, las dosis de 1 y 10 
pM de HgCl2 no inducen cambios morfológicos a nivel de microscopía 
de luz con contraste de fase, ni de microscopía electrónica de 
transmisión. 
5.5. El análisis mediante microscopía confocal demuestra que las dosis de 1 
y 10 pM de HgCh no alteran el patrón de tinción con MitoTracker Red y 
por lo tanto, no rompen el potencial de membrana de las mitocondrias en 
cultivos de células OK. 
5.6. La dosis de 15 |JM de HgCI2 es la dosis inhibitoria a la cual se observan 
efectos sobre la función mitocondrial, así como sobre la morfología y la 
ultraestructura de las células OK. 
5.7 Perspectivas 
El modelo celular que hemos caracterizado en el presente trabajo 
permitirá realizar análisis detallados desde el punto de vista morfológico y/o 
funcional, para estudiar los mecanismos de acción de otros compuestos sobre 
distintas lineas celulares; pero también podría ser muy útil para analizar el 
efecto de nuevos quelantes y sus mecanismos de transporte y de protección, 
para utilizarlos en el futuro como posibles agentes terapéuticos en casos de 
intoxicación por mercurio, 
Otra perspectiva, tiene que ver con la observación de alteraciones 
nucleares inducidas por mercurio que no habían sido descritas previamente. 
Este hallazgo abre la posibilidad de realizar estudios con mercurio y otros 
metales pesados para caracterizar de manera más detallada la ultraestructura 
del núcleo en distintos modelos de estudio. Por otro lado, nuestros resultados 
propician que se estudie el fenómeno de apoptosis inducido por mercurio 
utilizando otras técnicas morfológicas y activación de caspasas, por ejemplo. No 
obstante, la perspectiva más interesante que se derivó de este trabajo se 
relaciona con el fenómeno de hormesis Esto implica la reconsideración acerca 
de los niveles que hasta ahora se creían seguros para el organismo de muchos 
compuestos tóxicos, los cuales podrían dar lugar a patologías no asociadas con 
ellos, o bien, poseer utilidad terapéutica. En el primer caso, por ejemplo, ya 
existe el debate acerca de si el piorno produce déficit intelectual en niños 
expuestos a niveles más bajos de lo que se consideraba normal para este 
metal, o bien, sobre la aparente contribución del mercurio orgánico con un 
aumento en el número de casos de autismo. 
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APÉNDICE 
Composición y Preparación de las Soluciones 
A-1 Técnicas de Cultivo Celular 
Amortiguador de Dulbecco. 
Se pesan 8 g de NaCI, 0.22 g de KCI, 1.13 g de Na2HP04, 0.20 g de KH2P04. 
0.11 g de CaCI2, 0.101 g de MgCI2y 0 9 g d e Glucosa y se disuelven en 900 mi 
de agua desionizada, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 1 N y se afora a 1000 mi. 
Se esteriliza en autoclave a 121 °C por 15 min y se almacena a -20 °C. 
Amortiguador de pH Isotónico de Tris 1 X (Salino TD). 
Se pesan 8.0 g de NaCI, 3.75 g de KCI, 0.1 g de Na2HP04 y 3.0 g de Trizma 
base. Se disuelven los componentes en 800 mi de agua desionizada y se dejan 
en agitación hasta que la solución adquiera la temperatura ambiente 
(aproximadamente 15 min). Se ajusta el pH a 7.4 con HC11 N y se afora a 1000 
mi con agua desionizada. Se distribuye en frascos de vidrio, cada uno con 50 mi 
y se esterilizan en autoclave por 15 min a 121 °C. Se almacena a temperatura 
ambiente. 
Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS). 
Se pesan 6.5 g de NaCI, 2.8 g de K2HP04 y 0.4 g de KH2PO¿. Se disuelven 
estos componentes en 800 mi de agua desionizada, se ajusta el pH a 7,4 con 
NaOH 10 N y se afora a 1000 mi. Se distribuye en frascos de vidrio de 100 mi y 
se esteriliza en autoclave por 15 min a 121 "C. Se almacena a temperatura 
ambiente. 
Mezcla de Antibióticos. [Penicilina (200,000 Ul) y Estreptomicina (0.5 gil-
La mezcla se prepara a partir de frascos de Penicilina G-sódica cristalina de 1 x 
10 unidades y sulfato de estreptomicina de 1 g. Se disuelven los componentes 
en forma individual en 2 mi de agua desionizada. Se toman 0.4 mi del frasco de 
penicilina y se mezclan con 1 mi de la solución de estreptomicina. La mezcla se 
afora a 100 mi con agua desionizada y se esteriliza por filtración. Se almacena 
en fracciones de 10 mi en tubos estériles con tapón de rosca a -20 "C. 
Medio Esencial Mínimo de Eagle (MEM) Basal. 
Para preparar el medio basal, el contenido de un sobre con 9.6 g {Gibco BRL, 
Life Technologies, Inc. Granel Island N.Y.) se disuelve en 800 mi de agua 
desionizada y se le añaden 2.2 g de NaHCOj. Se ajusta el pH a 6.8 con HCI 1 
N y se agrega 1 mi de una mezcla antibióticos (100 U/ml de penicilina y 100 
pg/ml de estreptomicina). Se afora el volumen a 1000 mi y se esteriliza por 
filtración a través de membranas de nitrocelulosa con diámetro de poro de 0.22 
p. El medio de cultivo se divide en fracciones de 90 mi en frascos de vidrio 
estériles, con tapón de rosca, y se incuban a 37°C por 48 h en prueba de 
esterilidad. Los frascos conteniendo medio de cultivo se almacenan a 4°C hasta 
su uso. 
Medio de Cultivo Completo. 
Antes de utilizarse, el MEM basal debe ser suplementado con 10 % de suero 
fetal de bovino, estéril e inactivado por calor. Se incuban los frascos con el 
medio de cultivo a 37nC por 48 h en prueba de esterilidad para posteriormente 
almacenarse a 43C, hasta su uso. 
Rojo de Fenol. Solución al 1 %. 
Se pesa 1 g de rojo de fenol y se disuelve en 20 mi de NaOH 1 N, se afora a 
100 mi con agua desionizada. Se filtra a través de papel Wahtman # 1 y 
después se esteriliza por filtración con membranas Millipore de 0.22 pm. Se 
almacena a -20 CC. 
Tripsina. Concentrado al 2.5%. 
Se pesan 2.5 g de tripsina 1:250 (Dtfco) y se disuelven en 100 mi de agua 
desionizada fría. Se deja a 4 °C en agitación lenta toda la noche, luego se filtra 
a través de papel Wahtman # 1 utilizando un embudo Büchner y después se 
esteriliza por filtración a través de membranas Millipore de 0.22 pm. Se divide 
en fracciones de 10 mi y se almacena a -20 °C. 
Tripsina 0,25% (1X). 
En condiciones asépticas se mezclan las siguientes soluciones (previamente 
esterilizadas), en frascos con 50 mi de Salino TD 1X estéril: 5 mi de la solución 
de tripsina al 2.5%, 0.3 mi de rojo de fenol al 1%, y 0.5 mi de la solución de 
penicilina-estreptomicina (100 X). Se distribuye en alícuotas de 10 mi en tubos 
de vidrio con tapón de rosca, estériles. Se toman al azar menos tres tubos del 
lote recién preparado y se incuban a 36 aC por 48 h para comprobar su 
esterilidad. Se almacena a-20cC. 
A-2 Técnicas Morfológicas 
Acetato de Uranilo al 5%. 
Se pesar 2.5 g de acetato de uranilo y se disuelven en 50 mi de etanol al 50%. 
La solución se almacena a 4 °C protegida de la luz. 
Amortiguador de Cacodilatos 0.2 M pH 7.4. 
Se prepara una solución 0.2 M de cacodilato de sodio pesando 42.8 g de 
Na(CH3)2As02 3H20, esta cantidad se disuelve en 1000 mi de agua. La solución 
de trabajo se prepara mezclando 50 mi de la solución de cacodilato de sodio 0.2 
M con 2.7 mi de HCI 0.2 M. Se ajusta el pH de la solución a 7.4 y se almacena a 
4 °C en frascos de vidrio. 
Citrato de Plomo al 0.4%. 
Se pesan 0.2 g de citrato de plomo y se disuelven en 50 mi de agua MilliQ, se 
añaden 2 gotas de NaOH 10 N para evitar que se precipite y se almacena a 4 
nC protegido de la luz. 
Contrastación de Cortes Ultrafinos 
En una caja de petri limpia se coloca un papel parafilm con unas gotas de 
acetato de uranilo al 5%, sobre las gotas se colocan las rejillas con los cortes, 
procurando que éstos queden hacia abajo para que tengan contacto directo con 
esta solución y se incuban a temperatura ambiente por 5 min. Las rejillas se 
lavan suavemente con agua ultrapura y se colocan sobre una gota de citrato de 
plomo al 0.4%, de la misma manera que para el acetato de uranilo, Se incuban 
5 min a temperatura ambiente, posteriormente se lavan 1 min con agua 
ultrapura y se dejan secar sobre un papel filtro en una caja de petri cerrada. 
Formaldehído al 4%. 
Se toman 10 mi de formaldehído al 16% contenidos en una ampolleta de vidrio 
y se complementan con 30 mi de amortiguador de Dulbecco. La solución se 
almacena a 4 UC. 
Glutaraldehído al 2.5 %. 
Se toman 10 mi de glutaraldehído concentrado (25%) y se aforan a 100 mi con 
amortiguador de cacodilatos 0.2 M pH 7.4. La preparación de este reactivo debe 
llevarse a cabo en la campana de extracción para evitar los vapores tóxicos que 
se producen. 
Soporte para Rejillas 
Se calienta agua a 40 °C en una caja de petri y se le deja caer una gota de 
colodión. Una vez que se forma una película sobre el agua, se colocan las 
rejillas con el lado opaco hacia abajo. Para sacar las rejillas se coloca papel 
parafilm sobre toda la superficie y se levanta, las rejillas se pegan al papel. Se 
dejan secar a temperatura ambiente y se pueden utilizar después de 24 h. 
Tetraóxido de Osmio al 2%. 
Se prepara en campana de extracción. El reactivo comercial se obtiene en 
cápsulas que contienen 1 g. Para evitar contaminar el reactivo, la cápsula que 
lo contiene debe ser lavada en su exterior utilizando detergente neutro (extrán) 
y posteriormente se enjuaga 5-10 veces con agua desionizada. Se introduce la 
cápsula en un frasco ámbar de 100 mi de capacidad que ha sido rigurosamente 
lavado, y se agita fuertemente para romper la cápsula en el interior del frasco, 
después se agregan 50 mi de buffer de cacodilatas 0.2 M pH 7.4 y se almacena 
a 4 aC. 
A-3 Pruebas Funcionalei 
Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2'il]-2,5-diferiiltetrazolio. MTT (2 mg/ml). 
Se pesan 0.02 g de MTT y se disuelven en 10 mi de SSBH. Se esteriliza por 
filtración con membranas de 0.22 pm de diámetro de poro y se coloca en un 
tubo de vidrio estéril. Se almacena a -20 °C, cubierto con papel de aluminio 
para protegerlo de la oxidación catalizada por la luz. 
Isopropanol Acido. 
Se mezclan 160 pl de HCI 12.5 /Wcon 49.84 mi de isopropanol. Se almacena a 
temperatura ambiente. 
Metasulfato de Fenazina. PMS (3.5 mg/ml). 
Se pesan 0.035 g de metasulfato de fenazina y se disuelven en 10 mi de agua 
desionizada. Se esteriliza por filtración con filtros de 0.22 pm y se coloca en un 
tubo de vidrio estéril. Se almacena a -20 °C. 
Mitotracker® Red. 
Se disuelve el polvo liofilizado (50 pg) contenido en una ampolleta en 1 mi de 
DMSO. A partir de esta solución, se preparan diluciones en medio de cultivo 
para ser empleadas en los ensayos de análisis al microscopio confocal. La 
solución concentrada se almacena a -20 "C protegida de la luz. 
Solución Salina Balanceada de Hanks (SS5H 1X). 
Se pesan 0.07 g de CaCI2, 1.0 g de Glucosa, 7.2 g de NaCI, 0.4 g de KCI , 0.2 g 
de MgS04 y 0.12 g de Trizma base. Se disuelven los componentes en 800 mi 
de agua desionizada, se ajusta el pH a 7,0 con HCI 5 N y se afora a 1000 mi. 
Posteriomiente se ajusta la osmolaridad a 300 ± 10 mOsm con NaCI. Se 
esteriliza por filtración y se distribuye en fracciones de 100 mi en frascos de 
vidrio, estériles con tapón de rosca. Se almacena a - 20°C. 
Soluciones de Cloruro Mercúrico (HgCb). 
Se pesan 0.02715 g de HgCh y se disuelven en 100 mi de agua Milli Q para 
obtener una solución concentrada (1 mM), la cual se esteriliza por filtración y se 
almacena a 4 °C. A partir de esta solución, se preparan las concentraciones de 
trabajo (1,10 y 15 yM) disolviendo el volumen adecuado en medio de cultivo. 
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